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Sammendrag 
Målet med oppgaven var å undersøke organisering av origin og replikasjonsgafler hos 
Escherichia coli stammer.  
 
Escherichia coli (E.coli) bakterier inneholder ett sirkulært kromosom. Origin (oriC) er 
sekvensen på kromosomet der initieringen av DNA-replikasjonen inntreffer. Ved initiering 
dannes det to replisomer som replikerer i hver sin retning på kromosomet. Området som til 
enhver tid replikeres omtales som en replikasjonsgaffel. Under gunstige vekstforhold kan 
bakterier vokse med overlappende replikasjonssykluser. Dette innebærer at replikasjonen av 
DNA initieres i en av de foregående generasjonene. Celler kan dermed inneholde ett 
kromosom med flere enn ett origin og flere enn to replisomer og gafler. Proteinet SeqA binder 
seg til nyreplikert DNA, og bidrar med å sikre at replikasjonen initieres kun en gang per 
cellesyklus.  
 
E.coli stammer av villtypen AB1157 ble dyrket i hovedsakelig to vekstmedier. I det ene 
mediet initierte bakteriecellene replikasjonen fra to origin i morcellen. Mens replikasjonen ble 
initiert fra fire origin i bestemorcellen hos celler dyrket i det andre mediet. Sistnevnte er et 
rikere medium. 
 
Stammen RRL215 danner fluorescensmerkete repressorer LacI-mCherry med bindingssete 
lacO i nærheten av oriC. Posisjonen til oriC i RRL215 celler ble visualisert ved hjelp av et 
fluorescensmikroskop. Gjennomsnittlig antall originfokus per celle ble funnet til å øke med 
økende vekstrate. Fra analyse av de samme populasjonene i flowcytometeret ble en større 
økning i gjennomsnittlig antall origin per celler funnet. Dette betyr at graden av 
samlokalisering mellom to origin økte ved økende vekstrate. Samlokaliseringsperioden hos 
cellene var i overensstemmelse med tidligere publiserte resultater (Fossum et al., 2007).  
 
Bakterieceller av stammen HE01 danner defekte SeqA proteiner. DNA-replikasjonen initieres 
asynkront i disse cellene. Gjennomsnittlig inneholdt cellene flere originfokus per celle enn 
celler av stammen RRL215. Økningen i antall oriC-fokus var størst hos celler dyrket i det 
rikeste mediet. Dette indikerer en lavere grad av samlokalisering mellom origin og tyder på at 
SeqA har en rolle i organiseringen av origin. 
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Stammen SF120 ble dyrket i det fattigste mediet. Celler av stammen har fluorescensmerket 
origin og i tillegg fluorescensmerket replisom. Posisjonen til replisomer og origin ble 
visualisert ved hjelp av et fluorescensmikroskop. Det ble funnet at to gafler er samlokalisert 
stort sett gjennom hele C-perioden.  
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1 Innledning 
Det antas at alt liv på jorden stammer fra et felles opphav. Fra urcellen har tre hovedfamilier 
utsprunget, Bacteria, Archaea og Eukaryote. Det fylogenetiske treet skisserer slektskapet 
mellom cellene i domenene Bacteria, Archaea og Eukaryote basert på sammenlikning av 
ribosomale RNA-sekvenser. Med utgangspunkt i strukturelle forskjeller mellom cellene kan 
de også deles inn i to klasser, prokaryote og eukaryote. Det finnes mange felles gener på tvers 
av familiene, fordi noen biologiske prosesser i celler har gjennom evolusjonen blitt bevart. 
Kunnskap om grunnleggende prosesser i enkle organismer kan dermed også anvendes på mer 
komplekse arter. Resultater fra modellorganismen Escherichia coli (E.coli) har gitt oss innsikt 
i for eksempel hvordan celler replikerer DNA og hvordan transkripsjonen og translasjonen 
foregår. E.coli bakterier er velegnet som modellorganisme, siden de er blant annet enkle å 
dyrke og manipulere genetisk. Grunnforskning på enkle modellorganismer som E.coli kan gi 
en dypere forståelse av fundamentale prosesser i celler. Det er viktig i kreftforskningen å 
kunne forstå de molekylære prosessene og mekanismene bak biologiske fenomener. 
 
Siden oppdagelsen av E.coli i 1885 har bakterien opp gjennom årene blitt grundig forsket på. 
E.coli er kanskje i dag den organismen vi har mest kunnskap og forståelse om, molekylært 
sett. Til gjengjeld gjenstår mange uklarheter som for eksempel hvordan kromosomet er 
organisert under DNA-replikasjonen. E.coli inneholder ett sirkulært kromosom. Initieringen 
av replikasjonen starter fra oriC-sekvensen på kromosomet. Det har blitt observert at 
samlokaliseringen mellom to origin varer lengre enn det replikasjonen av sekvensene tar 
(Fossum et al., 2007). To origin hos celler dyrket i rikt medium var funnet å være 
samlokaliserte i en hel generasjon (Fossum et al., 2007). Påvisingen av samlokaliseringen ble 
gjort med en stamme som inneholdt et fluorescensmerket origin. Hos en tilsvarende stamme 
ble det observert replikasjonsstopp (Possoz et al., 2006). Et av målene med oppgaven var å 
undersøke om omfanget av samlokalisering mellom to origin funnet av Solveig Fossum var 
reell. En stamme med en annen type fluorescensmerking av origin ble undersøkt i et 
fluorescensmikroskop og flowcytometer. 
 
Resultatene fra forsøkene med sistnevnte stamme ble videre sammenliknet med en stamme 
som dannet fluorescensmerkete SeqA proteiner. Men fluorescensmerkingen førte til at 
stammen initierte DNA-replikasjonen asynkront, fordi fluorescensproteinet YPet påvirket 
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funksjonen til proteinet SeqA. Rollen til SeqA i samlokaliseringen av to origin kunne på 
bakgrunn av sammenlikningene undersøkes. 
 
Det er komplekser kalt replisomer som gjennomfører DNA-replikasjonen. Hvordan disse er 
organisert under replikasjonen er fremdeles omstridt. I 1966 foreslo Jacob og kollegaer at 
replikasjonen foregår i et replikasjonskompleks, bestående av to replisomer forankret i 
cellemembranen (Jacob et al., 1966). Funn av samlokaliserte replisomer gjennom deler av 
cellesyklus har støttet teorien (Lemon og Grossman, 1998). Mens motstridende observasjoner 
av dynamiske replisomer gir et motsatt bilde (Brendler et al., 2000; Bates og Kleckner, 2005; 
Reyes-Lamothe et al., 2008; Adachi et al., 2008). Omfanget av samlokalisering mellom to 
replikasjonsgafler ble undersøkt hos en stamme som inneholdt et fluorescensmerket replisom. 
Hvordan replikasjonen av kromosomet hos E.coli bakterier er organisert kan dermed bli 
tydeligere. 
 
 E.coli stammene i oppgaven ble hovedsakelig dyrket i medium med fruktose og medium med 
glukose og aminosyrer. Bakteriene vokste da med overlappende replikasjonssykluser (Cooper 
og Helmstetter, 1968). Det vil si at initieringen av DNA-replikasjonen inntreffer i en av de 
foregående generasjonene. Cellene deler seg med ett eller flere replikerende kromosomer. Det 
har blitt foreslått at slike bakterieceller i hurtig vekst har behov for en ekstra 
kontrollmekanisme som sikrer korrekt fordeling av DNA-innholdet ved celledeling (Fossum 
et al., 2007; Adachi et al., 2008). Samlokalisering av to origin og to replisomer kan være en 
slik mekanisme. 
 
Levende bakterier ble studert i et fluorescensmikroskop. Fluorescenssignalene i cellene ble 
talt og ga en fordeling av fokus i populasjonen. DNAet i de samme bakteriecellene ble farget, 
og ved hjelp av et flowcytometer ble DNA-fordelingen i populasjonen målt. Med 
utgangspunkt i DNA-histogrammene ble fordelingen av origin og replikasjonsgafler i 
populasjonen beregnet. Ved sammenlikning av DNA-fordelingen med fordelingen av oriC-
fokus og gaffelfordelingen med fordelingen av replisomfokus ble graden av samlokalisering 
funnet.  
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2 Bakgrunnsstoff 
 
2.1 Escherichia coli 
Teorien i dette kapittelet er hentet fra lærebøkene ”Molecular Biology of the Cell” (Alberts et 
al, 2008) og ”Brock Biology of Microorganisms” (Madigan og Martinka, 2006), der ikke 
annet er oppgitt. 
 
Escherichia coli (E.coli) er en stavformet prokaryot celle som tilhører familien 
Enterobacteriaceae i domenet Bacteria på det fylogenetiske treet. Figur 2-1 viser et bilde av 
E.coli bakterier. I likhet med andre bakterier i denne familien er E.coli gram-negativ, men er i 
tillegg fakultativt anaerob og danner ikke sporer. E.coli finnes naturlig i fordøyelsessystemet 
til både mennesker og pattedyr, der den blant annet deltar i vitaminproduksjon, hovedsakelig 
vitamin K. Det finnes mange E.coli stammer. De fleste er harmløse, men noen stammer kan 
forårsake sykdom, de er patogene. Patogene E.coli stammer kan føre til for eksempel diaré 
hos småbarn og urinveisinfeksjon hos eldre og pasienter med svekket immunforsvar.  
 
 
Figur 2-1. E.coli celler av stammen K-12. (”Molecular Biology of the Cell”). 
 
2.1.1 Cellestruktur 
E.coli bakterier er vanligvis 1 – 3µm lange og 1µm brede, og er dermed veldig små 
sammenliknet med eukaryoter som kan ha diametre på mer enn 200 µm. En cellevegg 
omslutter bakteriens cellemembran. Celleveggen støtter og gir cellen dens stavformede 
utseende. Gram-negative celler har en mer kompleks celleveggstruktur enn gram-positive 
bakterier, fordi den består av flere lag. Cellemembranen innenfor celleveggen har i som 
oppgave å beskytte bakteriens indre miljø, cytoplasmaet, som består av den riktige 
konsentrasjonen av blant annet vann, proteiner, ioner, RNA og DNA. I figur 2-2 er strukturen 
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til en E.coli celle skissert. E.coli har ett sirkulært kromosom. I motsetning til eukaryoter er 
bakteriens kromosom ikke beskyttet av en kjernemembran. Mange av genene på kromosomet 
koder for proteiner som er essensielle for bakterien. Plasmider er små sirkulære DNA-
fragmenter som koder for ikke-essensielle egenskaper, men som er gunstige å besitte for å 
overleve under vanskelige vekstforhold. Eksempel er resistensgener mot antibiotika på 
plasmider. Ribosomene er store komplekser som syntetiserer proteiner.  
 
 
Figur 2-2. Cellestrukturen hos en E.coli bakterie. 
 
2.1.2 Cellesyklus 
Cellesyklusen til Escherichia coli deles inn i tre perioder, B-, C- og D-perioden (Cooper og 
Helmstetter, 1968). B-perioden starter når cellen blir født og avsluttes når DNA-replikasjonen 
initieres. DNA-replikasjonen starter fra en bestemt DNA-sekvens på kromosomet kalt origin, 
se figur 2-5.  I C-perioden foregår DNA-replikasjonen, som består av stadiene initiering, 
elongering og terminering. D-perioden er fra terminering av replikasjonen og til celledeling. 
Lengden på periodene C og D er avhengig av vekstrate, for disse periodene øker med økende 
doblingstid (Skarstad et al., 1985). I slutten av D-perioden har cellen tilnærmet fordoblet sin 
lengde, og cellen deler seg ved binær fusjon. Celleinnholdet i morcellen, inkludert 
kromosomene, fordeles likt mellom dattercellene, og sluttproduktet er to datterceller som er 
identisk lik morcellen. Figur 2-3 illustrerer hvordan celledelingen foregår hos E.coli celler. 
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Figur 2-3. Skisse over celledeling ved binær fusjon. Når cellen har doblet DNA-innholdet og nådd dobbel 
størrelse dannes et innsnevret område midt i cellen, kalt septum. Før cellen kan dele seg må de to ferdig 
replikerte kromosomene separeres, dette kalles kromosomsegregering. I septumområdet blir ny cellevegg dannet 
som til slutt fører til at cellen kan dele seg i to. Kromosomet er her vist i grønt, mens origin er svart. 
 
For saktevoksende bakterier med doblingstid τ over 60 minutter likner cellesyklusen den 
eukaryote cellesyklusen med fasene G1, S og G2/M (Boye et al., 1996). I slike celler 
overstiger ikke C- og D-periodene doblingstiden (τ > C + D). Når E.coli vokser i rikt medium 
blir cellesyklus mer komplisert, fordi da overstiger C- og D-periodene doblingstiden (τ < C + 
D). Cellen må derfor starte DNA-replikasjonen i en av de foregående generasjonene. Når 
doblingstiden er under (C + D) starter replikasjonen fra to origin i morcellen, mens ved 
ekstremt hurtig vekst, når doblingstiden er under ½ (C +D), må replikasjonen starte fra fire 
origin allerede i bestemorcellen. Figur 2-4 viser eksempler på cellesyklus hos E.coli bakterier 
ved de tre ulike vekstratene. 
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Figur 2-4. Eksempler på inndeling av cellesyklus for a) en saktevoksende celle uten overlappende 
replikasjonssykluser, b) en celle med overlappende replikasjonssykluser og c) en hurtigvoksende celle med 
overlappende replikasjonssykluser. 
 
2.1.3 Kromosomets origin, oriC 
Origin til E.coli kalles oriC, og et minimalt oriC-sete består av minst 245 basepar (Oka et al., 
1980). Initieringen finner sted på det venstre området av minimal oriC, som er rikt på A-T 
basepar (Bramhill og Kornberg, 1988; Kowalski og Eddy, 1989). I tillegg til et høyt innhold 
av A-T basepar har oriC-området også flere GATC-seter i forhold til resten av kromosomet 
(Zyskind og Smith, 1986). Figur 2-5 viser oriC-sekvensen hos E.coli med indikerte DnaA- og 
GATC-seter. I E.coli bakterier blir basen adenin i GATC-sekvensene metylert av enzymet 
Dam-metylase, som resulterer i en metylert DNA-tråd (Geier og Modrich, 1979). Før 
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metylering av DNA er disse sekvensene også et bindingssete for proteinet SeqA (Brendler et 
al., 1995; Slater er al., 1995).   
 
Figur 2-5. oriC-sekvensen hos E.coli. Oransje, grønne og blå bokser er DnaA-bokser, mens de grå boksene er 
GATC-sekvenser. De indikerte SeqA-setene er foretrukne bindingsseter. Figuren er modifisert fra (Kaguni, 
2006). 
 
2.1.4 DNA-replikasjon 
E.coli bakterier har ett enkelt dobbelttrådet, sirkulært kromosom som består av 4.6 x106 
basepar og koder for omtrent 4300 proteiner. Sirkulære kromosomer replikeres bidireksjonalt 
fra origin, og replikasjonen avsluttes på motsatt side av kromosomet i området kalt terC. 
Området på DNA-molekylet der replikasjonen foregår kalles replikasjonsgaffel, og så lenge 
DNA replikeres vil to replikasjonsgafler være til stede på kromosomet. 
 
Initiatorproteinet DnaA igangsetter replikasjonsprosessen ved at DnaA gjenkjenner og binder 
seg til flere bindingsseter, kalt DnaA-bokser, i oriC. Bindingsseter med høy affinitet i oriC er 
gjennom hele cellesyklus okkupert av aktive og inaktive DnaA proteiner. Aktiviteten til DnaA 
er kontrollert av ATP og ADP, hvor ATP-DnaA er aktiv og ADP-DnaA er inaktiv i 
initieringen (Cassler et al., 1995; Sammitt et al., 1989). Det er først når aktive ATP-DnaA 
binder seg til DnaA-bokser med lav affinitet i det venstre området av oriC at dobbeltheliksen 
åpnes (Speck et al., 1999). Proteinene IHF og HU fremmer dette (Hwang og Kornberg, 1992), 
og med hjelp fra DnaC kan helikasen DnaB binde seg til det åpne komplekset (Carr og 
Kaguni, 2001; Mott et al., 2008). Idet DnaC forlater komplekset, aktiveres helikasen DnaB og 
gir primasen DnaG tilgang til komplekset (Fang et al., 1999). Når DnaG er koblet til DnaB 
starter syntesen av primere, som fører til at to DNA polymerase ΙII holoenzym kan binde seg 
til det ferdige komplekset, kalt replisomet (Touge et al., 1994). Replisomet består altså av en 
helikase, en primase og to polymeraser ΙII holoenzym (en til hver tråd). Ssb (single-stranded 
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Sekvestrering innebærer at oriC og dnaA-genet okkuperes av et annet protein enn DnaA 
umiddelbart etter initiering. En ny syntetisert DNA-tråd kalles hemimetylert; templattråden er 
metylert, mens den nydannende tråden er umetylert. Enzymet Dam-metylase metylerer 
GATC-setene på kromosomet i kjølvannet av gaflene. I tidsrommet før DNA-tråden har blitt 
metylert kan proteinet SeqA binde seg til hemimetylerte GATC-sekvensene på kromosomet. 
På oriC og dnaA-promotor kan SeqA forbli i en bundet tilstand i en tredjedel av cellesyklus 
(Campbell og Kleckner, 1990). Origin og dnaA-promotor forblir inaktive og re-initiering fra 
oriC avverges (Campbell og Kleckner, 1990; Lu et al., 1994). For å unngå re-initiering av 
origin i sluttfasen av replikasjonssyklusen har initieringspotensialet i cellen gått ned i løpet av 
sekvestringsperioden. Initieringspotensialet avtar når enten aktiviteten til DnaA eller nivået av 
DnaA reduseres. Sistnevnte inntreffer under sekvestreringen av dnaA-promotor, da SeqA 
hindrer transkribering av DnaA. I tillegg, når konsentrasjonen av ATP-DnaA er høy binder 
det aktive initiatorproteinet seg til sin egen promotor og hindrer dermed at dnaA-genet 
uttrykkes (Altung et al., 1985). Nivået av fritt DnaA reguleres også av datA-sekvensen. Siden 
datA har høy affinitet for DnaA og genet er lokalisert tett ved oriC vil store mengder DnaA 
bindes til dette området etter initiering (Kitagawa et al., 1996). Rett etter initiering omgjøres 
en stor andel aktiv ATP bundet DnaA til inaktiv ADP-DnaA, som resulterer i at aktiviteten til 
DnaA synker (Kurokawa et al., 1999). 
 
2.1.6 SeqA proteinet 
Teorien i dette delkapittelet er hentet fra artikkelen ”The Escherichia coli SeqA protein” av 
Torsten Waldminghaus og Kirsten Skarstad (2009). 
 
SeqA proteinet er bygget opp av 181 aminosyrer som utgjør to funksjonelle domener; et ved 
N-terminalen (residuene 1-33) og et ved C-terminalen (residuene 64-181) på proteinet. En 
lenke på 29 aminosyrer skiller de to domenene. Oppbygningen av C-terminalen til SeqA er 
vist i figur 2-7. Domenet ved C-terminalen er i stand til å binde seg til DNA ved å danne 
hydrogenbindinger og van der Waals kontakter til hemimetylerte A-T basepar på GATC-seter 
og ved å vekselvirke med nærliggende molekyler. SeqA vil først og fremst være bundet til 
GATC-sekvensene på hemimetylert DNA bak replikasjonsgaffelen, men kan også inngå i 
bindinger med GATC-setene på metylert DNA i det venstre området av oriC. Derimot vil 
bundet SeqA aldri forekomme med umetylert DNA. Når to domener ved N-terminalen 
vekselvirker med hverandre, dannes det en dimer mellom dem, slik at to SeqA proteiner 
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kobles sammen. Denne dimeren binder seg igjen til to hemimetylerte GATC-sekvenser på 
kromosomet. Dimer-dimer vekselvirker og danner en fiber av multimeriserte SeqA proteiner. 
Bak replikasjonsgaflene kan et SeqA fokus observeres, skapt av mange multimeriserte SeqA 
proteiner bundet til nyreplikert DNA og til hverandre.  
 
Figur 2-7. Den C-terminale delen av SeqA protein bundet til hemimetylert DNA. SeqA er her blå med rosa C- og 
N-terminaler. C-terminalen er bundet til hemimetylert DNA. Den gule tråden er umetylert, og den røde metylert. 
(Guarne et al., 2002) 
 
Som nevnt i forrige kapittel har SeqA en viktig rolle som en negativ regulator av 
replikasjonsinitieringen i sekvestreringen. E.coli mutanter som enten mangler eller har defekte 
SeqA har delvis mistet evnen til sekvestrering (Boye et al 1996; von Freiesleben et al., 2000). 
I disse cellene vil initiering av DNA-replikasjonen fra oriC ikke skje synkront, og spesielt i 
rikt medium der celler inneholder mange origin er den asynkrone re-initieringen tydelige. 
Slike celler vil da innholde et vilkårlig antall origin.  
 
Før celledeling har kromosomene blitt separert, se figur 2-3. Det har blitt foreslått at SeqA 
proteinet deltar i organiseringen av kromosomsegregering, siden SeqA kan påvirke 
kromosomets topologi (Odsbu et al., 2005; Klungsøyr og Skarstad, 2004; Torheim and 
Skarstad, 1999). SeqA mutanter som mangler SeqA har delvis mistet evnen til å samlokalisere 
to origin (Fossum et al., 2007). Dette innebærer at SeqA kan ha en funksjon i organisering av 
søsterorigin. 
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2.2 Fluorescens 
Teorien i dette kapittelet er funnet i lærebøkene ”Molecular Biology of the Cell” (Alberts et 
al, 2008) og ”University Physics” (Young og Freedman, 2008), samt et perspektiv om 
fluorescensproteiner (Shaner et al., 2005). 
 
Fluorescens er synlig lys som sendes ut fra et eksitert atom eller molekyl. Grunnstoffer 
eksiteres ved absorpsjon av fotoner, og energitilførselen gjør atomet eller molekylet ustabilt. 
Det befinner seg da i en energitilstand høyere enn grunntilstanden, og kvitter seg raskt med 
den ekstra energien ved å emittere et foton med energi lik differansen mellom energinivåene i 
de to tilstandene. Når et atom eller molekyl bestråles av fotoner med energi som 
korresponderer med energien til ultrafiolett og synlig lys i det elektromagnetiske spekteret, 
kalles de emitterte fotonene for fluorescens. Emisjonen av fluorescens fører til atomet eller 
molekylet ender opp i den stabile grunntilstanden. Fluorescensen sendes ut i alle mulige 
retninger og bølgelengder, men vil alltid ha lavere energi og dermed lengre bølgelengde enn 
det innkommende lyset. Denne forskjellen kalles Stokes shift, og skyldes at en liten del av 
den absorberte energien går tapt på grunn av varme- og vibrasjonsprosesser i molekylet. 
 
2.2.1 Fluorokromer  
Et fluorokrom er et fluorescerende stoff, og alle fluorokromer har hvert sitt karakteristiske 
eksitasjons- og emisjonsspekter. Fluorokromer kan kobles til biologiske molekyler, enten 
direkte ved farging, ved bruk av konjugert antistoff eller ved bruk av molekylære genetiske 
klonemetoder. De to førstnevnte metodene benyttes hovedsaklig til å merke fikserte celler 
med fluorescens, men med oppdagelsen av fluorescensproteiner på 1960-tallet har fluorescens 
blitt innført i levende celler. Fluorescensproteiner er naturlig forekommende proteiner hos for 
eksempel maneter og revkoraller. Kodon for et fluorescensprotein kan plasseres i begynnelsen 
eller i slutten av et gen. Dette resulterer i at cellen lager målprotein med et fluorescensprotein 
bundet til seg. Fluorescensproteinet kan dermed påvirke funksjonen til det opprinnelige 
proteinet. I likhet med fluorokromer undergår fluorescensproteiner en viss grad av 
fotoblekning etter hver eksponering. Dette betyr at etter hver eksitasjon mister 
fluorescensproteinet gradvis evnen til ny eksitasjon, slik at utsendt fluorescens fra proteinet 
avtar etter hver eksponering. Ustabile fluorescensproteiner har tapt fluorescensegenskapen 
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etter et fåtalls eksitasjoner. Signalstyrken til et fluorescensprotein avhenger av mange 
faktorer, inkludert graden av fotoblekning til fluorescensproteinet. Mengde fluorescensprotein 
som uttrykkes i cellen og antall fotoner utsendt per eksitasjon, samt ytre faktorer som lampen, 
filtrene og det dikromatiske speilet i fluorescensmikroskopet, er med på å bestemme 
signalstyrken til fluorescensproteinet. Det finnes fluorescensproteiner som er følsomme for 
relative høye temperaturer. Ved 37oC er det noen fluorescensproteiner som foldes ekstremt 
langsomt eller feil, mens ved 25oC vil de samme proteinene virke optimalt. I dag finnes det 
mange fluorescensproteiner som inkluderer de naturlige forekommende fluorescensproteinene 
og varianter av disse. Mutantene er ofte mer stabile og har sterkere signal enn opphavet. 
Samlet dekker emisjonsspektrene til alle fluorescensproteinene frekvensspekteret fra rødt lys 
til blått lys. 
 
 
2.3 Mikroskopet 
Teorien i dette kapittelet er hentet fra lærebøkene ”Molecular Biology of the Cell” (Alberts et 
al, 2008), ”University Physics” (Young og Freedman, 2008) og et review om 
fluorescensmikrokopi (Lichtman og Conchello, 2005). 
 
Et lysmikroskop kan atskille to strukturer 200nm fra hverandre. Dette betyr at denne 
oppløsningen er omtrent 1000 ganger høyere enn oppløsningen til det blotte øyet. De viktigste 
bestanddelene i lysmikroskopet er okularet, objektivet, kondensoren og lyskilden, som er 
skissert i figur 2-8. Prøven plasseres bak objektivet, og i en posisjon foran okularet danner 
linsen i objektivet et reelt bilde av prøven. Okularet bruker dette bildet som objekt og linsen i 
okularet danner et forstørret virtuelt bilde. Det er dette bildet av prøven man ser når man ser 
ned i okularet på mikroskopet. Lyset fra lampen blir fokusert av kondensorlinsen slik at kun 
prøven belyses. Oppløsningen til et mikroskop er gitt i likning 2-1, der λ er bølgelengden til 
lyset, n er den refraktive indeksen til materialet som skiller prøven fra objektiv og 
kondensorlinsene og θ er halve vidden i belysningskjeglen: 
 
݋݌݌݈øݏ݊݅݊݃ ൌ
0,61ߣ
݊ ݏ݅݊ߠ
                                                           ሺ2 െ 1ሻ 
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Med utgangspunkt i likning 2-1 kan oppløsningen bedres ved å belyse prøven med kortest 
mulig bølgelengde. Bølgelengden λ til synlig lys varierer fra 400 nm (blått lys) til 700 nm 
(rødt lys), og oppløsningen kan dermed økes ved å belyse med blått lys. Uttrykket under 
brøkstreken i likning 2-1 omtales som den numeriske aperturen, NA, og er et mål på 
oppløsningen til objektivet. Den refraktive indeksen til luft og olje er henholdsvis 1 og 1,4. 
Oljeimmersjonsmikroskop gir dermed høyere oppløsning enn mikroskop med tørre linser. 
 
Med et fluorescensmikroskop kan fluorokromer koblet til biologiske makromolekyler i celler 
visualiseres og studeres. Et fluorescensmikroskop består av de samme komponentene som 
lysmikroskopet, men har i tillegg en kraftigere lampe, to båndpassfiltre og et dikromatisk 
speil, se figur 2-8. Siden lampen sender ut lys med mange forskjellige bølgelengder, sitter det 
et båndpassfilter mellom lampen og prøven. Dette filteret tillater at kun bølgelengdespekteret 
som eksiterer fluorokromet i prøven å passere og blokkerer resten av bølgelengdene. Etter at 
lyset har blitt filtrert, treffer det et langpass dikromatisk speil, som splitter lyset i to. Speilet 
reflekterer bølgelengder under enn viss lengde, men slipper resten av lyset gjennom, slik at 
hele prøven belyses og fluorokromet eksiterer. Det emitterte lyset fra prøven treffer også det 
dikromatiske speilet, men vil nå kun blokkere støy og tillate fluorescensen å passere. Det 
andre båndpassfiltreret stopper uønsket fluorescens og slipper gjennom bølgelengdene med 
sterkest signal. Så lenge eksitasjons- og emisjonssspektrene til fluorokromer ikke overlapper 
for mye, er det mulig å registrere og avbilde flere fluorescenssignal i en prøve. Til hvert 
fluorokrom benyttes ett sett med eksitasjons- og emisjonsfilter som er tilpasset fluorokromets 
eksitasjons- og emisjonsspekter. Dersom bølgelengdespektre formet av filteret til et 
fluorokrom ikke overlapper med fluorescenssignalene fra filteret til et annet fluorokrom, kan 
begge signal framstilles i et bilde.  
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Figur 2-8. Et kombinert lysmikroskop og fluorescensmikroskop. Prøven forstørres av lys fra pæren nederst i 
bildet. Strålegangen i lysmikroskopet er vist i stiplete svarte linjer. Fluorokromer i prøven eksiteres og forstørres 
av lys fra lampen til høyre. Lyset farget grønt må først bli formet av et båndpassfilter og et dikromatiske speil for 
å korrespondere med bølgelengdene til fluorokromets eksitasjonsspekter. Emisjon i form av fluorescens filtreres 
av speilet og båndpassfilteret før det treffer okularet (her rødt lys).  
 
Oppløsningen til et lysmikroskop er som nevnt begrenset av objektivet og bølgelengdene til 
lyset som bestråler prøven. I et elektronmikroskop skytes derimot en elektronstråle med høy 
hastighet mot prøven, slik at oppløsningen er 200 ganger bedre enn oppløsningen til 
lysmikroskopet. 
 
2.4 Flowcytometeret 
Teorien i dette kapittelet er funnet i reviewet ”Flow Cytometer Electronics” (Snow, 2004) og 
heftene med notater fra kurset ”Flowcytometri i medisinsk forskning og diagnostikk” med 
Trond Stokke og Harald Steen. 
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Med et flowcytometer kan man måle og analysere mange parametre hos flere tusen celler i 
løpet av få sekunder. Cellestørrelse, DNA-innhold og cellens indre struktur blir målt når 
cellen befinner seg i flowcytometerets fokus. Trykkforskjeller inne i flowcytometeret 
akselerer og tvinger en og en celle i føringsvæsken forbi fokus, der de bestråles av laserlys. 
Laserlyset som spres framover er proporsjonal med cellestørrelsen, i alle fall for store celler. 
En fotodiode som er plassert rett ovenfor laseren registrerer det foroverspredte lyset. 
Laserlyset som spres til siden er proporsjonal med graden av indre kompleksitet, og blir 
detektert av en fotomultiplikator. I fotomultiplikatoren og fotodioden blir lyset forsterket og 
konvertert til en elektrisk puls proporsjonal med det opprinnelige lyssignalet. Når et foton 
treffer en fotodetektor, løsrives et elektron fra katoden. Grunnet spenningsforskjellen mellom 
katoden og anoden, akselerer elektronet mot anoden. Elektronet i høy hastighet vekselvirker 
med dynoder og flere elektroner frigjøres før de til slutt registreres av detektoren bak anoden. 
Pulsen gis en digital verdi, kalt en kanal, av en Analog-to-Digital Converter. En høy 
kanalverdi korresponderer med mange detekterte fotoner og representerer en stor celle 
sammenliknet med signaler i lavere kanaler. 
 
Figur 2-9. Skisse av et flowcytometer. Cellene passerer enkeltvis fokus der de bestråles av laserlys. Cellene vil 
spre lyset framover og til siden. Graden av indre kompleksitet, inkludert eventuelle fluorokromer, er 
proporsjonal med sidespredt lys. Ulike dikromatiske speil sitter langs strålegangen som reflekterer ønsket 
bølgelengdespekter ned til respektive detektorer. Hver detektor måler intensiteten på lyset.    
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DNA- og proteininnhold i en celle kan måles ved hjelp av flowcytometri ved å merke 
henholdsvis DNA og protein med fluorokromer. Før kjøring blir en celleprøve farget med 
flere fluorescerende stoffer. Når cellene passerer fokuset, eksiteres fluorokromene i cellen av 
et eller flere laserlys. I noen flowcytometre eksiteres fluorokromene samtidig av flere laserlys 
i fokuset. En rekke med langpass dikromatiske speil fanger og splitter det emitterte lyset før 
signalene registreres i hver sin detektor. Det betyr at en detektor har registrert cellenes 
respektive innhold av kun ett fluorokrom. For å fjerne uønskete bølgelengder er det plassert et 
båndpassfilter foran detektorene. Oppsettet av sistnevnte er vist i figur 2-9. I stedet for en 
serie av langpass dikromatiske speil har noen flowcytometre flere fokus. Cellene passerer 
enkeltvis en rekke fokus, der de i hvert fokus eksponeres av et nytt laserlys med tilhørende 
båndpassfilter og detektor.  
 
Flowcytometeret fungerer også som verktøy for å sortere celler i ulike populasjoner. Dette er 
nyttig når subpopulasjoner videre skal studeres i mikroskopet, men metoden blir ikke 
beskrevet nærmere her. 
 
 
2.5 Bakteriofag 
Bakteriofager er virus som infiserer bakterier og bruker vertscellen til å formere seg. Viruset 
består av et DNA-fragment omgitt av en beskyttende proteinkappe. Utenfor vertscellen er 
virusmolekylet inaktivt og omtales som et virion. Livssyklusen til en bakteriofag starter når 
den fester seg til celleveggen til en bakterie og sprøyter inn sitt DNA. Viruset tar kontroll over 
vertscellen, og det virale DNAet blir replikert og genene uttrykkes. Vertens kromosom blir 
degradert. Nye bakteriofager dannes ved at ferdigreplikert virus-DNA pakkes inn i virus-
kapper (faghoder), og frigjøres når vertscellen går i oppløsning ved lysering. Bakteriofagene 
kan dermed infisere nye bakterier. Livssyklusen til en fag er illustrert i figur 3-10. 
 
2.5.1 P1 transduksjon 
P1 transduksjon er en metode der man benytter P1 bakteriofager til å overføre kromosomdeler 
fra en E.coli bakteriestamme til en annen. En infisert E.coli celle inneholder fragmentert 
kromosom i tillegg til virus-DNA. Ved dannelsen av nye fager, vil viralt DNA pakkes inn i 
faghoder og av og til blir noe av DNAet til vertsbakterien tatt med. Blant omtrent 106 virioner 
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vil kun en fag innholde DNA som stammer fra vertscellen. Som andre fager er denne i stand 
til å infisere nye bakterieceller. Når et kromosomfragment har blitt transdusert inn i en ny 
vertscelle, blir det ikke replikert, men det kan bli en del av vertscellens kromosom ved 
homolog rekombinasjon. I figur 4-10 er P1 transduksjon skissert. Resultatet er en ny E.coli 
stamme som inneholder et kromosom bestående av de opprinnelige genene og noen få donor 
gener.  
 
Figur 3-10. En skisse av livssyklusen til en bakteriofag (øvre del) og P1 transduksjon (nedre del). 
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3 Materiale og metoder 
3.1 Dyrking av bakterieceller 
Bakteriestammene undersøkt i denne oppgaven var hovedsakelig AB1157, RRL41, RRL215, 
HE01 og SF120. Tabell 3-1 viser en oversikt over alle stammene som ble benyttet.  
 
Tabell 3-1. E.coli stammene benyttet i oppgaven. 
 
Stammenavn 
 
 
Relevant genotype 
 
Kilde/referanse 
AB1157 
 
villtype Howard-Flanders et al, 1964 
W1485 
 
villtype Boeneman et al, 2009 
HE01 
 
 
 
AB1157 Ori1 [lacO240::hyg]3908 
PdnaA-lacI-mCherry cat::DleuB 
seqA-yPet::kan 
 
Denne oppgaven 
RRL27 
 
AB1157 holC-yPet::kan Reyes-Lamothe et al., 2008 
RRL32 
 
AB1157 ssb-yPet::kan Reyes-Lamothe et al., 2008 
RRL36 
 
AB1157 dnaQ-yPet::kan Reyes-Lamothe et al., 2008 
RRL41 
 
AB1157 seqA-yPet::kan Reyes-Lamothe, ikke publisert 
RRL215 
 
 
AB1157 Ori1 [lacO240::hyg]3908 
PdnaA-lacI-mCherry cat::DleuB 
Reyes-Lamothe et al., 2008 
SF120  AB1157 Ori1 [lacO240::hyg]3908 
PdnaA-lacI-mCherry cat::DleuB 
holC-yPet::kan 
 
Solveig Fossum 
KB13 WZ52 (W1485 tna::Tn10)  
dnaA-gfp-dnaA 
Boeneman et al, 2009 
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Stammene ble oppbevart i vekstmedium med 20 % glyserol ved -80oC. Dagen før et 
vekstforsøk ble cellene inokulert i vekstmedium tilsatt nødvendig mengde antibiotika 
(30µl/ml) og dyrket i 1.5 ml eppendorf rør med lufttilførsel ved 30oC under kraftig risting 
over natten. Hvilket vekstmedium cellene ble dyrket i over natt berodde på vekstforsøket, se 
tabell 3-2. Overnattkulturen ble fortynnet i ønsket vekstmedium i Erlenmeyerflasker, slik at 
den optiske tettheten (OD) var mellom 0,01 og 0,02. Cellekulturene ble videre dyrket i 
vannbad ved 30oC og risting på 200 rpm (rotasjoner per minutt) fram til OD lik 0,15. Noen 
fluorescensproteiner er temperatursensitive, og fluorescensegenskapene til proteinene blir best 
bevart ved 30oC. Cellekulturer trenger noen generasjoner før alle cellene vokser eksponentielt. 
Ved OD450 lik 0,15 er veksten stabil eksponentiell. Den optiske tettheten ble målt med jevne 
mellomrom i et Shimadzu UV-1800 spektrofotometer ved 450nm for vekstmediene benyttet i 
oppgaven. Doblingstiden τ til cellekulturen ble beregnet ved å plotte OD på en logaritmisk 
skala som funksjon av tiden (Microsoft Excel). Doblingstiden i noen forsøk ble 
dobbeltsjekket på et halvlogaritmisk millimeterpapir.  
 
3.1.1 Vekstmedier  
Cellekulturene ble dyrket ved ulike vekstrater, og i tabell 3-2 er vekstmediene listet. Basisen i 
mediene var ABB1, som består av salter, mineraler og B-vitamin nødvendig for vekst. I tillegg 
måtte det supplementeres med en karbonkilde og aminosyrer, ifølge stammenes auxotrofier. 
Sistnevnte betyr at noen stammene har mistet evnen til å bygge opp livsnødvendige stoffer 
som aminosyrer, slik at disse må tilsettes i medium. 
 
ABB1 medium supplementert med fruktose er et fattig medium og cellene vokser sakte med 
doblingstid på rundt 80-90 min, og vil heretter i teksten omtales som ABB1 fru medium. I 
ABB1 medium supplementert med glukose vokser cellen litt raskere med doblingstid på rundt 
75 min og blir fra og med nå kalt for ABB1 glu medium. I forhold til ABB1 fru medium 
vokser cellene omtrent dobbelt så fort i ABB1 glukose CAA (casaminoacid) medium, 
forkortet ABB1 glu CAA medium, som er et rikt medium. 
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Tabell 3-2. Oversikt over benyttede vekstmedier med tilhørende overnattkultur medium. 
 
Vekstmedium 
 
 
Overnattkultur medium 
ABB1 + 0,2 % glukose + 0,5 % CAA ABB1 + 0,2 % glukose + 0,5 % CAA 
 
ABB1 + 0,2 % glukose + 22 µg/ml arginin, 22 
µg/ml histidin, 20 µg/ml leucin, 30 µg/ml prolin, 
80 µg/ml treonin 
 
ABB1 + 0,2 % glukose 22 µg/ml arginin, 22 
µg/ml histidin, 20 µg/ml leucin, 30 µg/ml prolin, 
80 µg/ml treonin  
ABB1 + 0,2 % fruktose + 22 µg/ml arginin, 22 
µg/ml histidin, 20 µg/ml leucin, 30 µg/ml prolin, 
80 µg/ml treonin 
ABB1 + 0,2 % glukose + 22 µg/ml arginin, 22 
µg/ml histidin, 20 µg/ml leucin, 30 µg/ml prolin, 
80 µg/ml treonin 
 
 
 
3.2 Mikroskopi 
Ved OD lik 0,15 ble cellekulturen spunnet ned og pelleten ble oppbevart på is inntil cellene 
ble preparert for mikroskopering. Hvor lenge pelleten uten tilgang på næringsstoffer stod på is 
varierte fra noen minutter til en time. Det ble benyttet to ulike mikroskoperingsmetoder, en 
der cellene ble støpt inne i agarosen og en der cellene ble plassert oppå stivnet agarose, se i 
vedlegg A for detaljerte prosedyrer. Et fluorescensmikroskop ble benyttet for å visualisere 
cellenes fluorokromer.  
 
3.2.1 Visualisering 
Levende celler støpt i eller oppå 0,8 % agarose i 1 x PBS på objektglasset ble plassert, 
fokusert og avbildet i et Leica DM6000 B mikroskop, som er et kombinert differential-
interference-contrast-mikroskop (DIC) og fluorescensmikroskop med et påmontert CCD-
kamera. Med DIC-mikroskopi visualiseres cellestrukturer når spredt lys fra prøven og lys fra 
kvikksølvlampen interfererer og danner et interferensmønster i okularets innsynsplan. 
Emisjonssignalene fra de ulike fluorokromene i cellene atskilles av nødvendige filtre og 
synliggjøres i fluorescensmikroskopet. Ved å koble til CCD-kameraet blir lyssignalet fra 
prøven dirigert fra okularet og inn i kameraet, der signalene digitaliseres og framstilles som et 
digitalt bilde på en dataskjerm.  
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Fokuseringen av cellene på objektglasset ble gjort ved hjelp av DIC-mikroskopi, og da cellene 
befant seg i innsynsplanet, ble det tatt et bilde av et område med DIC-filteret. 
Fluorescensproteinet YPet har et eksitasjonsspekter med topp ved 517nm, og emitterer 
fluorescens med et intensitetsmaksimum ved 530nm. Neste bilde ble tatt av samme området 
på objektglasset med filteret YFP. Med YFP-filteret koblet til blir et 504/12 båndpassfilter 
plassert foran kvikksølvlampen og et 532/27 båndpassfilter foran okularet. Det første 
båndpassfilteret slipper gjennom et spekter med en bredde på 12nm og et midtpunkt ved 
504nm. Før lyset bestråler prøven blir det splittet i to av et 520nm dikromatisk speil. Dette 
betyr at bølgelengder lengre enn 520nm reflekteres tilbake, mens resterende bølgelengder 
slippes gjennom og eksiterer prøven. Deeksitasjon fra YPet som er kortere enn 520nm 
blokkeres av samme speil og kun emisjon fra prøven med bølgelengde lengre 520nm kan 
passere 532/27 båndpassfilteret foran okularet. Dette betyr at detektoren i okularet mottar og 
detekterer emittert fluorescens fra YPet med bølgelengder mellom 520nm og 546nm.  
 
Tabell 3-3. Oversikt over hvilken filterkombinasjon som ble benyttet til å visualisere fluorescensproteinene.  
 
Fluorescensprotein 
 
 
Filter 
 
Eksponeringstid 
YPet YFP 11 s 
mCherry Cy3 7 s 
 
Fluorescensproteinet mCherry har et eksitasjonsmaksimum på 587nm og emitterer 
fluorescens med et intensitetsmaksimum ved 610nm. Fremdeles i samme område på 
objektglasset ble et bilde tatt med Cy3-filteret. Et 605/65 båndpassfilter foran lampen og et 
570nm dikromatisk speil mellom filteret og prøven blokkerer bort uønskete bølgelengder og 
fører til at prøven eksponeres og eksiteres av lys med bølgelengder fra 573nm til 638nm. 
Emisjonen treffer først det dikromatiske speilet og deretter et 533/24 båndpassfilter, slik at 
lyset som danner signal fra mCherry består av bølgelengder fra 521nm til 545nm. Tabell 3-3 
viser filterkombinasjonen benyttet til å visualisere fluorokromene i cellene.  
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3.2.2 Analyse av mikroskopibilder 
Til analyse av fokusfordelingen ble et overlay-bilde benyttet. Et overlay-bilde er DIC-bildet 
og bildene med fluorescens fra samme område på objektglasset lagt oppå hverandre. I LAS 
AF (Leica Application Suite Advanced Fluorscence) programmet som tilhører Leica 
mikroskopet ble overlay-bildet laget som en lif-fil. Analysen ble foretatt i programmene LAS 
AF og Adobe Photoshop Elements 4.0 etter å ha eksportert bildet til en tif-fil. Til hvert 
vekstforsøk ble antall fokus per celle talt for minst 100 celler og på bakgrunn av disse 
resultatene ble fordelingen av antall fokus per celle i prosent og gjennomsnittlig fokus per 
celle beregnet. Det ble også for hvert vekstforsøk beregnet gjennomsnitt (likning 3-1) og 
standardavvik (likning 3-2). 
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3.3 Flowcytometri 
Ved OD lik 0,15 ble det tatt ut to prøver av cellekulturen til flowcytometri. En del av 
cellekulturen i eksponentiell vekst ble fiksert direkte i 77 % etanol. Parallelt med dette ble en 
annen del av bakteriekulturen tilsatt antibiotikaene rifampicin (Rif) og cephalexin (Cpx). For 
nærmere beskrivelse se prosedyren i vedlegg A. Rifampicin inaktiverer RNA polymerase ved 
at den binder seg til β-enheten. Initiering av DNA-replikasjon, men ikke elongeringen, er 
avhengig av RNA polymerase. Rif hindrer dermed initiering av ny DNA-replikasjon, mens 
pågående DNA-elongeringer vil kunne fullføres. Cephalexin forhindrer dannelsen av septum 
og stopper dermed celledeling. Prøven tilsatt antibiotikaene, kalt replikasjons run-out prøver, 
ble inkubert videre ved 30oC i vannbad. Etter 3-4 generasjoner ble denne prøven fiksert i 
77 % etanol. Da vil baktericellene inneholde et helt antall kromosomer, som tilsvarer antall 
origin ved eksponentiell vekst. Bakterier med synkron replikasjonsinitiering ender opp med 2n 
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(n=0, 1, 2, ...) kromosomer, mens stammer som initierer asynkront kan i tillegg innholde et 
vilkårlig (≠2n) antall kromosomer (Skarstad et al, 1986; Boye og Løbner-Olesen, 1991).  
 
DNA-fordelingen til celler under eksponentiell vekst ble funnet ved hjelp av flowcytometeret. 
Eksponentielle prøver og replikasjons run-out prøver ble farget med fluorokromer som binder 
seg spesifikt til DNA eller proteiner. Ved kjøring av disse prøvene i flowcytomeret ble 
histogrammer over DNA og proteinfordelingen funnet. Flowhistogrammene ble senere brukt 
til å beregne varigheten av cellesyklusperiodene og fordelingen av origin og 
replikasjonsgafler.  
 
3.3.1 Farging av celleprøver 
Fikserte celleprøver ble tilsatt og farget med fluorokromene FITC (fluorescein-
isothiocyanate) og Hoechst 33258.  FITC inngår kovalentbindinger med proteiner, mens 
Hoechst 33258 binder seg spesifikt til DNA. En standardprøve fra stammen CM735 med 
svært lang doblingstid på nærmere 3,5 time ble benyttet for å identifisere DNA-innholdet til 
celleprøvene. Siden standardcellene har blitt dyrket i et svært fattig medium, inneholder 
majoriteten av cellene kun ett kromosom og noen få celler to kromosomer. DNA-innholdet til 
standarden er dermed kjent. Før fargingen med FITC ble standardprøven delt i to. Den ene 
prøven ble kalt for FITC-positiv, siden den ble farget med FITC og Hoechst i likhet med 
resten av prøvene. Mens den andre delen ble ikke farget med FITC (kun Hoechst), og omtales 
som den FITC-negativ prøven. I etterkant av fargingen med FITC og Hoechst ble det tilsatt 
små mengder av FITC-negative celler i hver prøve. Under kjøring av celleprøvene i 
flowcytometeret kan følgelig standarden gjenkjennes som en populasjon uten FITC og gates 
bort.  
 
3.3.2 Kjøring 
Prøvene ble kjørt på et LSR II flowcytometer fra Becton Dickinson.  En 355nm UV laser 
eksiterer Hoechst 33258, og deeksiterer et fluorescensspekter med toppen ved 461 nm. Foran 
detektoren er det plassert et 450/50 båndpassfilter, slik at kun lys med bølgelengder mellom 
425nm og 475nm blir registrert av detektoren. FITC eksisteres av lys på 488nm fra en laser, 
og emitterer fluorescens med intensitetsmaksimum ved 518nm. Med et båndpassfilter på 
530/30 foran mottar detektoren emittert fluorescens med bølgelengder fra 515nm til 545nm. 
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Den FITC-positive standardprøven (1xstd) ble alltid kjørt først. Ettersom DNA-histogrammet 
til standarden er kjent, benyttes den til å kalibrere avgitt mengde fluorescens fra cellene med 
cellenes DNA-innhold ved å justere UV-spenningen. Deretter ble en terskelverdi definert, 
5000 for standarden og 2000 for prøvene, som lar rusk og cellefragmenter med lavt DNA-
innhold passere og sikrer at kun ønskete hendelser registreres. Forsinkelsen mellom 
laserfokusene ble bestemt av flowcytometeret. 1xstd og resten av prøvene ble kjørt ved en 
rate på omtrent 750 celler per sekund inntil 10000 hendelser ble detektert. Mens 1xstd prøven 
kjørte, ble det laget et dotplot. Figur 3-1 viser et slikt dotplot øverst til venstre på 
skjermbildet. I dotplottet ble cellenes FITC-innhold og Hoechst-innhold plottet mot 
hverandre. DNA-innholdet til den FITC-negative og -positive populasjonen ble framstilt i to 
separate histogrammer ved gating av dotplottet, se figur 3-1. Toppen med ett kromosom i 
histogrammet til den FITC-negative populasjonen ble ved å justere på UV-spenningen lagt i 
kanal 15. Hvis nødvendig ble UV-spenningen finjustert for hver prøve, slik at gjennomsnittlig 
DNA-innhold per FITC-negative celle med ett kromosom i prøven befant seg ved kanal 15.  
 
 
Figur 3-1. Et eksempel på høyre skjermbilde under en flowcytometri kjøring. I vinduet øverst til venstre kan et 
dotplot over cellenes FITC- og Hoechst-innhold sees. Histogrammene under dotplottet viser henholdsvis DNA-
innholdet til den FITC-negative og -positive populasjonen. 
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3.3.3 Analyse 
Analysen av flowdata ble foretatt i programmet FlowJo 4.5.1. Toppen med ett kromsom i 
DNA-histogrammet for den FITC-negative standarden ble benyttet for å bestemme DNA-
innholdet til toppene i histogrammet for replikasjons run-out prøven. I figur 3-2 er det gitt et 
eksempel på hvordan dette foregår. Kromosomet til E.coli består av 4,6 x 106 basepar, slik at 
antall basepar per kanal kan beregnes ved hjelp av posisjonen til toppen med ett kromosom i 
DNA-histogrammet for den FITC-negative standarden på kanalskalaen. Antall basepar ved en 
vilkårlig kanal i et DNA-histogram for en eksponentiell prøve kan dermed beregnes med stor 
nøyaktighet dersom den FITC-negative standarden i prøven har blitt plassert ved en kjent 
kanal, fortrinnsvis kanal 15. Antallet celler i en topp ble kalkulert av FlowJo ved å gate over 
toppen, og ble benyttet for å finne fordelingen av antall origin per celle i prosent og 
gjennomsnittlig antall origin per celle. I tillegg ble gjennomsnittlig kanalverdi per histogram 
beregnet av programmet, kun for å undersøke størrelsesordenen på avvikene mellom hvert 
forsøk.  
 
Figur 3-2. Et eksempel på DNA-histogram fra samme kjøring for a) i den FITC-negative prøven kan man lese av 
posisjonen til toppen med ett kromsom på kanalskalaen og b) replikasjons run-out prøve til villtypen AB1157 
forsøk 2. Man kan se at toppen med ett kromsom ligger i kanal 11 i a, slik at den første toppen mellom kanal 20 
og 25 i b består av celler med to kromosomer og topp nr 2 representerer celler med fire kromosomer siden 
toppen er lokalisert mellom kanal 50 og 60. Årsaken til at celler med fire kromosomer ikke havner i kanal 44 er 
at bindingen mellom Hoechst og DNA ikke er helt lineær. 
 
FITC-negativ standard Run-out prøve til AB1157  a b 
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3.4 P1 transduksjon 
Ett konstrukt på kromosomet til en E.coli stamme kan transduseres inn på kromosomet til en 
annen E.coli stamme ved hjelp av bakteriofager, se delkapittel 2.1.7. Stammen som inneholdt 
konstruktet som skulle overføres ble infisert av P1 bakteriofager. Lyserte vertsceller ble 
basisen til et nytt P1 lysat som bestod av virioner der noen inneholdt DNA-biter fra 
kromosomet til vertscellen. Mottakerstammen ble deretter infisert med dette P1 lysatet og 
dyrket på LB plater tilsatt et antibiotikum. Konstruktet som skulle transduseres bestod blant 
annet av et gen som koder for resistens mot et antibiotikum. Et slikt gen ble brukt som markør 
for å kunne selektere mellom bakterieceller som enten inneholdt konstruktet eller ikke. Da 
mottakerstammen ble dyrket på LB plater tilsatt dette antibiotikumet, var det kun celler som 
innholdt konstruktet som kunne danne kolonier. Resultatet var en ny stamme med et 
transdusert konstrukt fra en annen E.coli stamme på kromosomet. I vedlegg A er prosedyren 
for P1 transduksjon nærmere beskrevet 
 
3.5 Beregninger av cellesyklusparametre 
3.5.1 Cellesyklusperiodene  
Det er mulig å beregne lengdene på periodene C og D for cellepopulasjoner med 
overlappende replikasjonssyklus ved hjelp DNA-histogrammene fra flowcytometri og noen 
antakelser. For eksponentielt voksende populasjoner gjelder likning 3-3, der τ er 
doblingstiden: 
݊ሺݐሻ ൌ ݊ሺ0ሻ2ି
௧
ఛ                                                              ሺ3 െ 3ሻ 
 
Det er også antatt at ingen celler befinner seg i hvilefase. Likning 3-3 beskriver fordelingen av 
antall celler fra alderen 0 til alderen τ, altså fra de blir født og til de deler seg. Denne 
fordelingen avtar med tiden, fordi det er dobbelt så mange celler ved alderen 0 enn ved 
alderen τ ettersom en celle blir til to nyfødte ved tidspunktet τ. Aldersfordelingen til en 
populasjon får man ved å normalisere likning 3-3 til 1, og er gitt i likning 3-4, der τ er 
doblingstiden: 
 
݌ሺݐሻ ൌ
2݈݊2
߬
2ି
௧
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Aldersfordelingen er en sannsynlighetsfunksjon over alderen til cellene, og brukes for å 
beregne cellesyklusparametrene og fordelingen av replikasjonsgafler hos en populasjon. Ved å 
sammenlikne DNA-histogrammet for den FITC-negative standarden med DNA-
histogrammene for replikasjon run-out prøver, ble det bestemt at celler i synkrone 
populasjoner dyrket i ABB1 fru medium enten inneholdt to eller fire origin. Toppen med to 
origin representerer andelen celler som ikke hadde startet replikasjonen da antibiotikaene 
rifampicin og cephalexin ble tilsatt. Dette betyr at initieringen inntreffer fra to origin allerede i 
morcellen. I figur 3-3 har cellesyklusen til morcellen og til en av dattercellene langs en 
tidsakse blitt skissert.  
 
Figur 3-3. Cellesyklusmodell for villtypen AB1157 dyrket i ABB1 fru medium. Replikasjonen og C-perioden 
starter i morcellen ved ai, D-perioden ved at. Cellen deler seg ved τ og er nyfødt ved t=0. Korresponderende 
DNA-innhold til tidspunktene i cellen er gitt som kromosomekvivalenter under tidsaksen. τ og C er henholdsvis 
doblingstiden og varigheten av C-perioden. En generasjon deles inn i fasene I, II og III. Fase I starter ved t=0 og 
avsluttes ved t=at, fase II fra at til ai og fase III fra ai til τ. Den nederste boksen forklarer hvor mange gafler og 
origin cellen inneholder innenfor hver fase.  
 
Initieringsalderen ai er tidspunktet der cellene initierer DNA-replikasjonen og dermed starten 
på C-perioden. Integrasjon av likning 3-4 fra alderen 0 til alderen ai gir likning 3-5: 
 
  ܨ ൌ 2 െ 2
ఛି௔௜
ఛ                                                            ሺ3 െ 5ሻ 
 
I II III 
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Der F er andelen celler mellom aldrene 0 og ai og τ er doblingstiden. Ved å sette F lik andelen 
celler innenfor toppen med to origin i DNA-histogrammet for replikasjon run-out prøven ble 
tidspunktet ai funnet for populasjonene dyrket i ABB1 fru medium. Når ai og doblingstiden τ 
er kjent, vil man kunne bestemme lengden på C-perioden og termineringsalderen at ved hjelp 
av DNA-innholdet i cellene. Ved tidspunktet at terminerer cellene replikasjonen, altså ved 
overgangen fra C-perioden til D-perioden. 
 
Lengden på C-perioden ble bestemt ved å studere DNA-histogrammene for den 
eksponentielle prøven og den FITC-negative standarden. Fra sistnevnte DNA-histogram ble 
antall basepar per kanal funnet, se kapittelet over for nærmere forklaring. Skalaen langs x-
aksen i DNA-histogrammene for den eksponentielle prøven kan dermed konverteres fra 
kanaler til antall basepar og til kromosomekvivalenter. 
 
Bredden på DNA-histogrammet for celler som vokser balansert og eksponentielt, strekker seg 
teoretisk fra en verdi til det dobbelte. Ved grundig undersøkelse av fordelingen ble to punkter, 
K1 og K2, valgt, slik at antall kromosomekvivalenter var doblet fra K1 til K2 og antall celler 
utenfor intervallet fordeles likt mellom K1 og K2. Sistnevnte representerer henholdsvis DNA-
innholdet i nyfødte celler og DNA-innholdet i celler som er i ferd med å dele seg. Med 
utgangspunkt i DNA-innholdet i en nyfødt celle ved t=0 ble C-perioden beregnet for en celle 
som initierer i morcellen ved hjelp av likning 3-6. 
 
1 ൅
߬ െ ܽ݅
ܥ
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Der τ er doblingstiden, ai er initieringsalderen, C er lengden på C-perioden og K1 er antall 
kromosomekvivalenter avlest fra x-aksen ved K1. Termineringsalderen at ble funnet ved å 
trekke doblingstiden fra summen av initieringsalderen ai og C-perioden. Celler som vokser 
med overlappende replikasjonssyklus antas ikke å ha en B-periode (Cooper og Helmstetter, 
1968). I dette eksempelet vet man at cellesyklusen strekker seg over to generasjoner, slik at 
C+D må være lik to ganger doblingstiden minus initieringsalderen ai. D-perioden er altså lik 
2τ - ai - C. 
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Figur 3-4. Den teoretiske DNA-fordelingen er lagt oppå den eksperimentelle DNA-fordelingen til AB1157 
forsøk 2. Sistnevnte er her farget rødt og er gitt ved kjøring av den eksponentielle prøven i flowcytometeret. Den 
teoretiske fordelingen (her grønt) er beregnet ved hjelp av cellesyklusparametre og aldersfordelingen. Antall 
kromosomekvivalenter ved K1 og K2 er henholdsvis 1,6 og 3,3.   
 
En teoretisk DNA-fordeling kan finnes ved å ta utgangspunkt i aldersfordeling og DNA-
innhold ved deling og ved aldrene ai og at. Figur 3- 4 viser et eksempel på den teoretisk DNA-
fordelingen lagt oppå det eksperimentelle DNA-histogrammet. I dette eksempelet har nyfødte 
celler et DNA-innhold på 1,6 kromosomekvivalenter, delende celler 3,3 
kromosomekvivalenter, mens alle celler mellom at og ai har akkurat 2 kromosomer.  
 
Nyfødte celler replikerer DNA med to replikasjonsgafler ved en konstant rate fram til 
termineringspunktet at, mellom tidspunktene at og ai blir ikke nytt DNA dannet, mens ved 
initieringspunktet ai vil hver enkelt celle inneholde to ganger flere replikasjonsgafler enn 
cellene i det første intervallet og DNA-replikasjonsraten vil dobles. Helningen på grafen til 
den teoretiske fordelingen skyldes aldersfordeling.  
 
3.5.2 Fordeling av replikasjonsgafler 
Ved hjelp av cellesyklusparametrene og aldersfordelingen kan fordelingen av 
replikasjonsgafler gjennom cellesyklus i en cellepopulasjon bestemmes. Hos bakterieceller 
dyrket i ABB1 fru medium starter replikasjonen i morcellen ved initieringsalderen ai og 
avsluttes i dattercellen ved tidspunktet at. Gatingen av toppen med to kromsomekvivalenter i 
DNA-histogrammet til replikasjons run-out prøven gir andelen celler med to origin, det vil si 
              K1       K2 
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andelen celler som befinner seg mellom alderen 0 og alderen ai. Både replikerende og ikke-
replikerende celler kan inneholde to origin. For å skille andelene med 0 og 2 gafler ble 
andelen celler F mellom alderen 0 og alderen at beregnet. Integrasjon av aldersfordelingen 
(likning 3-4) fra alderen 0 til alderen at gir likning 3-7: 
 
  ܨ ൌ 2 െ 2
ఛି௔௧
ఛ                                                            ሺ3 െ 7ሻ 
 
Andel celler som ikke replikerer er derfor andelen celler med to origin minus andel celler med 
to gafler, altså F i likning 3-7. Den prosentvise andelen celler med fire gafler ble deretter 
beregnet ved å trekke andelene med 0 og 2 gafler fra 100 %. Tilslutt ble gjennomsnittet med 
tilhørende standardavvik beregnet av andelene gafler for forsøkene, se likning 3-1 og 3-2. 
 
3.6 Et mål på samlokalisering mellom to origin 
Mikroskopi av bakteriestammer med oriC-merking gir etter analyse fordelingen av 
originfokus og gjennomsnittlig antall originfokus per celle. Flowcytometri av de samme 
cellene tilsatt antibiotikaene rifampicin og cephalexin gir fordelingen av origin og 
gjennomsnittlig antall origin per celle. Når disse er kjent, kan man beregne gjennomsnittlig 
antall origin per originfokus og hvor lenge to origin er samlokalisert.  
 
Gjennomsnittlig antall origin per celle er gitt ved ܱ ൌ 2
಴శವ
ഓ  og gjennomsnittlig antall 
originfokus per celle er gitt ved ܨ ൌ 2
಴శವషು
ഓ , der P er tidsperioden hvor to origin er 
samlokalisert (Fossum et al., 2007). Forholdet mellom gjennomsnittlig antall origin per celle, 
O, og gjennomsnittlig antall originfokus per celle, F, er gitt i likning 3-8: 
 
ܱ
ܨ
ൌ 2
௉
ఛ                                                                     ሺ3 െ 8ሻ 
 
Fra likningen kan man se at varigheten av samlokalisering mellom to origin hos en 
cellepopulasjon er avhengig av gjennomsnittlig antall origin (O) og originfokus (F) per celle 
og doblingstiden (τ) til populasjonen. 
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Kvantifisering av samlokaliseringsperioden (likning 3-8) bygger på en del forutsetninger 
(Fossum et al., 2007), og en viktig forutsetning er at antall originfokus per celle øker lineært 
med tiden. Dette vil si at når to originfokus først har blitt atskilt, må de forbli separerte og 
ikke forenes senere gjennom cellesyklus. En betingelse for korrekt estimat av perioden P må 
følgelig være at cellene initierer to og fire origin i hver generasjon uten unntak når de dyrkes i 
henholdsvis mediene ABB1 fru og ABB1 glu CAA.  
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4 Resultater og analyse 
Omfanget av samlokaliseringen mellom to origin i stammen RRL215 ble først undersøkt. På 
bakgrunn av resultatene med stammen ble samlokaliseringsperioden sammenliknet med 
perioden til stammen SF72 (Fossum et al., 2007). Det har blitt vist at for mange LacI-GFP 
proteiner bundet til bindingssetet lacO kan hindre replisomet å passere (Possoz et al., 2006). 
Stammen RRL215 ble benyttet for å undersøke om replikasjonsstopp var årsaken til omfanget 
av samlokalisering i stammen SF72. Det var også ønskelig å undersøke hvor origin er under 
sekvestreringen. Men YPet koblet til SeqA påvirket funksjonen til sistnevnte protein i 
stammen HE01, slik at replikasjonen initierte asynkront i disse cellene og denne ambisjonen 
måtte skrinlegges. Resultatene fra forsøk med stammen HE01 ble derimot brukt til å 
undersøke rollen SeqA har i organiseringen av origin. Stammen SF120 ble deretter konstruert, 
og med denne stammen ble organisering av gafler studert.  
 
4.1 Stammer med fluorescensmerket origin  
Bakteriestammen RRL215 kan brukes til å undersøke posisjonen og antallet origin i celler. 
Stammen RRL215 har konstruktene lacO240 og lacI-mCherry på kromosomet til stammen 
AB1157, se figur 4-1. Sistnevnte er lokalisert i leuB-genet omtrent 109 kilobasepar fra oriC.  
Konstruktet består av henholdsvis en dnaA-promotor og genene lacI og mCherry, samt et 
resistensgen mot antibiotikumet chloramphenicol. Genet lacI koder for LacI repressoren som 
binder seg til operatoren LacO. dnaA-promotoren i forkant av lacI-genet regulerer mengde 
uttrykt LacI-mCherry. Siden mCherry har blitt plassert i slutten av lacI-sekvensen vil 
fluorescensproteinet mCherry være koblet til domenet ved C-terminalen på LacI proteinet. 
Nydannet LacI-mCherry protein virker som repressor og binder seg til operatoren LacO. En 
lacO-array (lacO240) er lokalisert ca 15 kilobasepar fra oriC i attTn7-setet på kromosomet. 
lacO-arrayen består av 240 kopier av lacO-sekvensen. Midt i arrayen sitter det et gen som 
koder for resistens mot antibiotikumet hygromycin. Gjennom hele cellesyklus vil LacI-
mCherry være bundet til denne sekvensen, inkludert DNA-replikasjonen. Ved eksponering i 
fluorescensmikroskopet med filterkombinasjonen DIC Cy3 ble posisjonen til LacI-mCherry 
observert.  
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Figur 4-1. Skjematisk framstilling av konstruktene på kromosomet til RRL215 som danner LacI-mCherry 
proteiner. Genene som koder for antibiotikaresistans er ikke tegnet inn. Kromosomet er skissert lineært. 
Mikroskopibildet av baktericellene er tatt med filterkombinasjonen DIC Cy3. 
 
Bakteriestammen RRL215 er konstruert fra villtypen AB1157. AB1157 inneholder ikke LacI-
mCherry. Bildene i figur 4-2 viser villtype celler. I bildet b har AB1157 cellen blitt visualisert 
med filterkombinasjonen DIC YFP Cy3. Det er tydelig at cellen ikke har fluorescensmerking. 
 
Figur 4-2. a) Et DIC-bilde av en AB1157 celle og b) et overlay-bilde av AB1157 tatt med DIC YFP Cy3. 
 
Villtypen AB1157 har fungert som en kontroll for stammen RRL215. Både RRL215 og 
AB1157 ble dyrket ved tre ulike vekstrater; i mediene ABB1 fru, ABB1 glu og ABB1 glu 
CAA. I tabell 4-1 er gjennomsnittlig doblingstid til villtypen AB1157 og RRL215 i hvert 
medium gitt. Det viste seg at RRL215 vokste ved en rate som likner på villtypen i alle 
vekstmedier. 
a b 
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Tabell 4-1. Gjennomsnittlige doblingstider til AB1157 og RRL215 i ulike medium. Standardavviket er angitt i 
parentesene. 
 
Medium 
 
Doblingstid til AB1157 
 
 
Doblingstid til RRL215 
ABB1 fru          85 min (±1,4)         83 min (±2,0) 
ABB1 glu          80 min         76 min (±2,7) 
ABB1 glu CAA          49 min (±1,0)         51 min (±1,4) 
 
 
4.1.1 Fordeling av origin  
Ved stabil eksponentiell vekst ble prøver fiksert direkte eller replikasjons run-out prøver ble 
tilsatt rifampicin og cephalexin. Fordelingen av origin til RRL215 ble funnet ved å analysere 
DNA-histogrammer for replikasjons run-out prøvene, og er nærmere beskrevet i kapittel 
3.4.3. 
 
I figur 4-3 vises to stolpediagram over fordelingen av origin i stammene AB1157 og RRL215 
dyrket i tre ulike vekstmedier. Gjennomsnittet og standardavviket er basert på uavhengige 
vekstforsøk ved ulike vekstrater. I tabellene B-1, B-2, B-3, B-4 og B-5 i vedlegg B er disse 
fordelingene i hvert forsøk gitt. Fra fordelingen av origin hos AB1157 og RRL215 celler 
dyrket i ABB1 fru medium ser man at omtrent 70 % av cellene inneholdt to origin, mens ca 30 
% inneholdt fire origin. Gjennomsnittlig antall origin per celle for AB1157 og RRL215 var 
henholdsvis 2,6 og 2,7. For RRL215 bakterieceller dyrket i ABB1 glu medium hadde 
halvparten av cellene to origin, mens den resterende halvparten inneholdt fire origin. Andel 
celler med to origin var litt mindre i forsøket med villtype celler, slik at gjennomsnittlig antall 
origin per celle ble 3,1 mot 3,0 hos RRL215 celler dyrket i samme medium. Omtrent 65 % og 
35 % av cellene fra stammene AB1157 og RRL215 dyrket i ABB1 glu CAA medium 
inneholdt henholdsvis fire og åtte origin, se figur 4-3. Gjennomsnittlig antall origin per celle 
var 5,4 for både AB1157 og RRL215 celler dyrket i mediet ABB1 glu CAA. Fordelingen av 
origin hos RRL215 i vekstmediene stemmer godt overens med tilsvarende fordelinger til 
villtypen AB1157. Dette viser at tilstedeværelsen av LacI-mCherry og lacO-array ikke 
påvirket fordelingen av origin nevneverdig. 
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Figur 4-3. Fordeling av origin til a) AB1157 og b) RRL215 dyrket i tre ulike medium framstilt i 
stolpediagrammer. Enkeltforsøkene som er grunnlaget for beregninger av gjennomsnitt og standardavvik er 
presentert i tabellene B-1, B-2, B-3, B-4 og B-5 i vedlegg B. Standardavviket er indikert med barer. 
 
4.1.2 Fordeling av originfokus 
Videre var det ønskelig å finne fordelingen av originfokus i RRL215 celler ved ulike 
vekstrater. Levende celler i stabil eksponentiell vekst på objektglass ble eksponert med 
filterkombinasjonen DIC Cy3 i fluorescensmikroskopet. Som forklart i begynnelsen av 
kapittelet 4.1, er mCherry fluorescensproteiner bundet til en lacO-array på kromosomet ved 
a                                               
b 
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hjelp av LacI repressorer. Ettersom lacO-arrayen befinner seg i nærheten av oriC på 
kromosomet, markerer signalet fra mCherry posisjonen til oriC. Med utgangspunkt i antallet 
indikerte oriC-fokus i cellene ble fordelingen av originfokus til stammen RRL215 funnet, se 
kapittel 3.3.2 for nærmere beskrivelse. Tabellene B-9, B-10 og B-11 i vedlegg B viser 
fordelingen av oriC-fokus i hvert vekstforsøk med henholdsvis mediene ABB1 fru, ABB1 glu 
og ABB1 glu CAA. Stolpediagrammene i figur 4-4 viser gjennomsnittet av andelene fokus per 
celle i forsøkene ved de tre ulike veksthastighetene. 
 
 
Figur 4-4. Stolpediagrammer over fordeling av originfokus til RRL215 dyrket i de tre ulike medium. Det er tatt 
gjennomsnitt av forsøkene og standardavviket er indikert med barer. 
 
Fra fordelingen i ABB1 fru medium i figur 4-4 ser man at over 90 % av bakteriecellene 
inneholdt to eller færre originfokus, derav omtrent 80 % med to originfokus. Ca 5 % av 
cellene inneholdt tre eller fire originfokus. I figur 4-5 a vises eksempler på bilder av celler 
dyrket i ABB1 fru medium talt til å ha ett til fire originfokus 
 
I ABB1 glu medium var andelen celler som inneholdt ett eller to originfokus omtrent 80 %, 
derav 70 % med to originfokus. Andelen celler med flere enn to originfokus var ca 17 %. I 
likhet med forsøkene i ABB1 fru medium ble det observert celler med maks fire originfokus. 
Figur 4-5 b viser eksempler på RRL215 celler dyrket i ABB1 glu medium som inneholdt ett til 
fire indikerte originfokus.  
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Figur 4-5. Overlay-bilder av RRL215 celler a) dyrket i ABB1 fru medium som inneholdt ett til fire oriC-fokus, b) 
dyrket i ABB1 glu medium som inneholdt ett til fire oriC-fokus og c) dyrket i ABB1 glu CAA medium som 
inneholdt ett til syv oriC-fokus. 
 
For celler som ble dyrket i ABB1 glu CAA medium var fordelingen av originfokus 
annerledes; omtrent halvparten av cellene inneholdt to eller færre originfokus og resten av 
cellene inneholdt tre eller flere fokus. Men også for disse cellene var det flest celler med to 
originfokus (> 40 %). Det ble observert celler som inneholdt syv originfokus. I tabell 4-4 c er 
det gitt eksempler på celler med ett til syv originfokus. 
 
a 
b 
c 
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Gjennomsnittlig antall originfokus per celle var 1,9, 2,2 og 2,9 for RRL215 bakterieceller 
dyrket i henholdsvis mediene ABB1 fru, ABB1 glu og ABB1 glu CAA. Antall origin per celle 
er dermed avhengig av veksthastigheten; når veksthastigheten øker, øker gjennomsnittlig 
antall originfokus per celle. En sammenheng mellom antall originfokus i cellen og størrelsen 
på cellen ble også sett. Kun relative store celler inneholdt mange fokus, og få små celler ble 
observert med flere enn to oriC-fokus.  
 
4.1.3 Organisering av origin 
For å bestemme graden av samlokalisering mellom to origin ved ulike vekstrater ble 
resultatene fra både flowcytometri og mikroskopi benyttet. Med fordelingen av origin gitt fra 
analysen av DNA-histogrammer ble gjennomsnittlig origin per celle, O, funnet for alle 
vekstforsøk. Analyse av fordelingen av oriC-fokus ga gjennomsnittlig originfokus per celle, 
F, for alle vekstforsøk. Ved å ta forholdet mellom O og F finner man gjennomsnittlig antall 
origin per originfokus. Tabellene B-17, B-18 og B-19 viser resultatene av disse beregningene 
for hvert forsøk i henholdsvis mediene ABB1 fru, ABB1 glu og ABB1 glu CAA. Et tall på 
hvor lenge to søsterorigin er samlokalisert kalles perioden P. Dette tallet forutsetter at to 
søsterorigin er samlokalisert kun en viss tid etter initiering, og brukes her som et redskap for 
kvantifisering. I et tidligere forsøk ble denne perioden beregnet for E.coli bakterier med 
konstruktet lacI-gfp på et plasmid ved ulike vekstrater (Fossum et al., 2007). Perioden P ble 
estimert i minutter og som prosent av doblingstiden ved hjelp av likning 3-8.  
 
Fra tabell B-17 kan man se at selv om doblingstidene til forsøkene i ABB1 fru medium 
varierte med hele 12 minutters forskjell i doblingstid mellom forsøk 1 og 3, stemmer 
gjennomsnittlig antall origin per celle, gjennomsnittlig antall originfokus per celle og dermed 
gjennomsnittlig antall origin per originfokus mellom forsøkene godt overens. Antall origin 
per originfokus var 1,4. Det er også god overensstemmelse i perioden P mellom forsøkene. 
Perioden P varte i litt over 40 minutter som tilsvarer omtrent 50 % av doblingstiden.  
 
C-perioden hos celler dyrket i ABB1 fru medium var omtrent 50 minutter lang, se kapittel 
4.1.5. Cellene delte seg ca 35 minutter etter initiering av DNA-replikasjon. Dette innebærer at 
to origin var samlokalisert ved celledeling. I gjennomsnitt 5 minutter etter celledeling skilte to 
origin lag. I de siste 10 minuttene av C-perioden replikerte cellen med to atskilte origin. 
Tabell B-25 i vedlegg B viser verdiene denne tolkningen er basert på. 
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I tabell B-18 er det vist en oversikt over fordelingen av origin og originfokus for to 
vekstforsøk i ABB1 glu medium. Resultatene stemmer ikke like godt overens med hverandre 
som forsøkene i ABB1 fru medium gjorde. Gjennomsnittlig antall origin per celle var 3,0 for 
begge forsøk, men cellepopulasjonen i forsøk 1 hadde gjennomsnittlig færre antall 
originfokus per celle enn forsøk 2. Dette medfører at gjennomsnittlig antall origin per 
originfokus ble 1,4. Perioden P var omtrent 37 minutter lang som tilsvarer 48 % av 
doblingstiden med et relativt høyt standardavvik. 
 
For bakterieceller dyrket i ABB1 glu CAA er resultatene fra flowcytometri og mikroskopi gitt 
i tabell B-19. Fra tabellen kan man se forholdsvis store variasjoner i gjennomsnittlig antall 
origin og originfokus per celle mellom alle tre forsøk, men forskjellene viskes ut når 
gjennomsnittet av antall origin per originfokus regnes ut. Gjennomsnittlig antall origin per 
originfokus var 1,9. Tidsperioden P varte i litt over 45 min og i omtrent 90 % av 
doblingstiden var to søsterorigin samlokalisert.  
 
Tabell 4-2. Antall origin og originfokus per for RRL215 ved ulike vekstforhold. Standardavviket er angitt i 
parentesen. 
 
Medium 
 
    τ (min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall origin 
per celle, O 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfokus, 
ࡻ
ࡲ
 
 
Tidsperioden 
til 
samlokalisering
, P (min) 
 
Tidsperioden 
til 
samlokalisering 
som prosent av 
τ, P (%) 
ABB1 fru  82 (±3,0) 2,6 (±0,07) 1,9 (±0,06) 1,4 (±0,03)    42,2 (±2,5)      51,1 (±2,9) 
ABB1 glu 77 (±1,8) 3,0 (±0,00) 2,2 (±0,11) 1,4 (±0,06)    36,6 (±4,1)      48,2 (±6,5) 
ABB1 
CAA 
50 (±1,3) 5,4 (±0,24) 2,9 (±0,16) 1,9 (±0,06)    45,7 (±3,0)      91,3 (±4,9) 
 
I tabell 4-2 er gjennomsnittet av resultatene med tilhørende standardavvik i gitt. Tabellen 
viser at når vekstraten går ned, følger både antall origin og originfokus etter. Organisering av 
origin er dermed avhengig av vekstrate. Det er færre origin per originfokus hos celler dyrket i 
ABB1 fru medium enn hos celler i ABB1 glu CAA medium. Dette tyder på at tiden da to 
origin er samlokalisert øker med økende veksthastighet.  
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4.1.4 Sammenlikning med en tidligere studie 
Stammen SF72 er villtypen MG1655 med konstruktet lacO::kan/pSG20. Merking av origin i 
SF72 ble gjort av konstruktet lacI-gfp på plasmidet pSG20 og en lacO-array på 240 kopier i 
nærheten av oriC på kromosomet. Villtypen MG1655 har et annet vekstmønster og 
replikasjonsmønster enn villtypen AB1157. I tabell 4-4 kan man se at SF72 vokste fortere enn 
RRL215 dyrket i samme medium.  
 
Stammen SF72 ble dyrket i ABB1 glu supplementert med aminosyren tymin. Dette medførte 
en doblingstid 20 minutter lengre enn doblingstiden til stammen RRL215 dyrket i ABB1 fru 
medium, se tabell 4-3. Tatt i betraktning lavere veksthastighet til SF72 virker det som at 
omfanget av samlokalisering er omtrent likt i begge stammer. Antall originfokus per celle 
varierte mellom 1,3 og 1,4. Dette innebærer at to origin er samlokalisert i deler av 
cellesyklusen.  
 
Tabell 4-3. Organisering av origin i stammene SF72 og RRL215 dyrket i henholdsvis mediene ABB1 glu 
supplementert med aminosyren tymin og ABB1 fru. 
 
Stamme  
 
τ (min) 
 
Gjennom-
snittlig antall 
origin per 
celle, O 
 
Gjennom-
snittlig antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall origin 
per 
originfokus, ࡻ
ࡲ
 
 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering,  
P (min) 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering 
som prosent av τ, 
P (%) 
SF72 102  2,5  1,9  1,3   33   32 
RRL215 82 (±3,0)  2,6 (±0,07)  1,9 (±0,06)  1,4 (±0,03)   42,2 (±2,5)    51,1 (±2,9) 
 
Som nevnt vokser SF72 fortere enn RRL215 i ABB1 glu CAA medium. Men celler av 
stammen RRL215 inneholdt et gjennomsnittlig høyere antall origin og originfokus per celle 
enn SF72 celler. Dette indikerer ulike replikasjonsmønstre. På tross av dette viser forsøkene at 
i gjennomsnitt består ett originfokus i begge stammene av ca 2 origin. Dette vil si at gjennom 
nesten en hel generasjon er to søsterorigin samlokalisert.  
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Tabell 4-4. Organisering av origin i stammene SF72 og RRL215 dyrket i ABB1 glu CAA medium. 
 
Stamme  
 
τ (min) 
 
Gjennom-
snittlig antall 
origin per 
celle, O 
 
Gjennom-
snittlig antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall origin 
per 
originfokus, ࡻ
ࡲ
 
 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering,  
P (min) 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering 
som prosent av τ, 
P (%) 
SF72 42   4,4   2,2  2,0    42    100 
RRL215 50 (±1,3)   5,4 (±0,24)   2,9 (±0,16)  1,9 (±0,06)    45,7 (±3,0)     91,3 (±4,9) 
 
 
4.1.5 Cellesyklusperioden C 
Cellesyklusparametrene ble beregnet for stammen RRL215 for å bestemme hvor lang tid 
DNA-replikasjonen tar. Dersom replisomet ble forhindret av lacO-arrayen hos RRL215 
celler, kan det avspeiles i en forlenget C-periode. Tilsvarende periode ble også beregnet for 
villtypen AB1157. Cellesyklusparametre ble beregnet ved hjelp av flowhistogrammene, se 
kapittel 3.5.1 for nærmere beskrivelse. Resultatene stemmer forholdsvis godt overens for 
AB1157 og RRL215, se henholdsvis tabell B-24 og B-25 i vedlegg B der 
cellesyklusparametrene til alle forsøkene er listet. Siste forsøk med AB1157 og RRL215 ble 
kjørt i samme kjøring i flowcytometeret. Under denne kjøringen gikk det på grunn tidsnød litt 
raskt. Siden flowresultatene fra denne dagen avviker så mye fra tidligere forsøk, må det ha 
blitt begått feil. Det kan hende at den FITC-negative standarden i prøvene ble lagt i ulike 
kanaler. Prøvene er spart, slik at det er mulig å kjøre dem på nytt for å dobbeltsjekke 
resultatene. Dette var også planen, men tiden strakk ikke til. Det siste forsøket med stammene 
AB1157 og RRL215 har dermed blitt utelatt i utregningen av gjennomsnittlig C-periode, se 
tabell 4-5. I tabell 4-5 er lengden på C-perioden hos villtype- og RRL215 celler dyrket i ABB1 
fru medium gitt.  
 
Tabell 4-5. Varigheten av C-periode til stammene AB1157 og RRL215 dyrket i ABB1 fru. Standardavviket er 
angitt i parentesene. 
 
     Stamme 
 
 
    Varighet av C-periode 
 
      AB1157        58 (±3,0) min 
      RRL215        48 (±0,4) min  
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Fra tabell 4-5 kan man se at C-perioden hos RRL215 celler dyrket i ABB1 fru medium var 
kortere enn tilsvarende periode for villtypen. Dette er en indikasjon på at C- perioden hos 
RRL215 celler ikke forlenges av lacO-arrayen. 
 
4.2 Stammen RRL41 
Bakteriestammen RRL41 skulle brukes til å undersøke posisjonen til replikasjonsgafler i 
levende celler ved hjelp av fluorescensmikroskopet. Hos stammen RRL41 er 
fluorescensproteinet YPet koblet til proteinet SeqA som binder seg til nytt DNA i bakkant av 
replikasjonsgaflene. Signalet fra YPet framstilt av fluorescensmikroskopet representerer 
dermed posisjonen til en replikasjonsgaffel (Hiraga et al., 1998, 2000; Onogi et al., 1999; 
Brendler et al., 2000; Molina og Skarstad, 2004). Figur 4-6 viser et bilde av en levende 
RRL41 celle tatt med filterkombinasjonen DIC YFP. Gule SeqA-fokus markerer posisjonene 
til gaflene i cellen. 
 
Figur 4-6. Et overlay-bilde av en RRL41 celle. SeqA-fokus er farget gult. 
 
Stammen RRL41 ble som villtypen dyrket ved tre ulike vekstrater. Tabell 4-6 viser den 
gjennomsnittlige doblingstiden til AB1157 og RRL41 i hvert medium. Ved sammenlikning av 
doblingstidene kan man se at RRL41 i alle medier vokste saktere enn villtypen. Forskjellen 
var størst i ABB1 glu CAA da doblingstiden til AB1157 og RRL41 henholdsvis 49 minutter 
og 54 minutter. Dette tyder på konstruktet seqA-yPet på kromosomet påvirker på en eller 
annen måte veksthastigheten til stammen RRL41.  
 
Tabell 4-6. Doblingstidene til AB1157og RR41 i ulike medium. Standardavviket er angitt i parentesene. 
 
Medium 
 
Doblingstid til AB1157 
 
 
Doblingstid til RRL41 
ABB1 fru          85 min (±1,4)         87 min (±2,7) 
ABB1 glu          80 min         81 min (±1,8) 
ABB1 glu CAA          49 min (±1,0)         54 min (±2,1) 
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4.2.1 Asynkron stamme 
Da replikasjons run-out prøver til stammen RRL41 dyrket i ABB1 glu CAA medium ble kjørt 
og analysert i flowcytometeret, viste det seg at stammen har asynkron initiering. I DNA-
histogrammer for replikasjons run-out prøver til AB1157 og RRL41 dyrket i mediene ABB1 
fru, ABB1 glu og ABB1 glu CAA i figur 4-7 kan man tydelig se at RRL41 ikke har samme 
replikasjonsmønster som villtypen. Fra DNA-histogrammene b i figur 4-7 kan en liten topp 
med celler som inneholdt tre origin observeres hos RRL41 celler dyrket i ABB1 fru medium. 
Andelen celler med tre origin økte da doblingstiden avtok. I ABB1 glu CAA medium hadde 
andelen celler med et irregulært antall kromosomekvivalenter økt betraktelig. Dette betyr at 
initieringen fra origin ikke inntraff samtidig. Celler av stammen RRL41 danner SeqA 
proteiner som har YPet koblet til C-terminalen. Det er sannsynlig at YPet forstyrrer proteinets 
evne til å binde seg til hemimetylert DNA. Nye origin blir ikke tilstrekkelig sekvestrert, slik at 
re-initiering fra origin forekommer, se delkapittel 2.1.6. Fordelingen av SeqA-fokus i RRL41 
celler vil ikke være representative for stammer som initierer synkront. Videre arbeid med 
stammen ble derfor skrinlagt. 
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Figur 4-7. DNA-histogram for replikasjons run-out prøven dyrket i mediene ABB1 fru, ABB1 glu og ABB1 glu 
CAA til a) AB1157 med doblingstid på henholdsvis 85 min, 80 min og 48 min og b) RRL41 med doblingstid på 
henholdsvis 81 min, 79 min og 56 min. 
 
4.2.2 Stamme med fluorescensmerket DnaA 
Det ble foretatt ett vekstforsøk med stammen KB13 dyrket i ABB1 glu CAA medium for å 
undersøke replikasjonsmønsteret hos en stamme med fluorescensmerkete DnaA proteiner. 
Som beskrevet i delkapittel 2.1.4 starter initeringsprosessen ved at aktive DnaA proteiner 
binder seg til DnaA-bokser i oriC. I likhet med SeqA regulerer DnaA også 
replikasjonsinitieringen, se kapittel 2.1.5.  
 
Stammen KB13 er villtypen W1485 med konstruktet dnaA-gfp på kromosomet. Posisjonen til 
DnaA protein i KB13 celler ble visualisert ved eksponering med filterkombinasjonen DIC 
GFP i fluorescensmikroskopet. I figur 4-8 a er det vist et bilde av en KB13 celle. Signal fra 
fluorescensproteinet GFP er grønt. En heliksstruktur kan så vidt observeres inne i cellen som 
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viser posisjonen til DnaA-setene spredt rundt på kromosomet. Posisjonene til DnaA har blitt 
observert som en heliks (Boeneman et al, 2009). 
 
 
Figur 4-8. a) Et overlay-bilde av en KB13 celle med grønne DnaA-fokus tatt med filterkombinasjonen DIC GFP 
og b) DNA-histogram for replikasjons run-out prøven til KB13 med doblingstid på 68 min dyrket i ABB1 glu 
CAA medium. 
 
Stammen ble videre undersøkt ved flowcytometri, og i figur 4-8 b vises resultatet fra 
flowkjøringen. Cellepopulasjonen initierte asynkront fra to origin. Dette kan indikere at 
fluorescensproteinene påvirker DnaA proteinene i stammen KB13. Defekte DnaA proteiner 
medfører at DNA-replikasjonen ikke initieres samtidig. Toppen med tre 
kromosomekvivalenter viser til celler der initieringen fra ett origin var forsinket i forhold til 
det andre. 
 
Basert på resultatene fra KB13 og RRL41 kan noen proteiner, som DnaA og SeqA, miste noe 
av sin funksjon med fluorescensproteiner hektet på. Begge stammer initierer asynkront, fordi 
fluorokromene GFP og YPet forårsaker henholdsvis defekte DnaA og SeqA. DnaA proteinene 
hos stammen KB13 er ikke samstemte, slik at initieringen fra flere origin inntreffer ved ulike 
tidspunkt når cellen vokser med overlappende replikasjonssykluser. Hos stammen RRL41 er 
sekvestreringen ufullstendig.  
 
4.3 Stammen HE01 
Underveis i konstruksjonen av stammen HE01 ble det oppdaget at konstruktet seqA-yPet ikke 
var funksjonell i sekvestreringen og RR41 initierte asynkront. Den opprinnelige planen om å 
finne ut om origin og replikasjonsgafler er samlokalisert i sekvestreringsperioden måtte 
  
a b 
            2    4        
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skrinlegges, fordi sekvestrering ikke fungerer i stammen HE01. Denne stammen ble derfor 
brukt til et annet formål. Den ble i stedet benyttet for å finne omfanget av samlokalisering 
mellom origin i celler med defekt sekvestrering. Fordelingen av origin og originfokus hos 
HE01 ble sammenliknet med tilsvarende fordelinger til stammen RRL215 for å undersøke 
rollen proteinet SeqA har i organiseringen av origin. 
 
Stammen HE01 ble laget ved P1 transduksjon av konstruktet seqA-yPet fra stammen RRL41 
inn i stammen RRL215. RRL41 celler ble først infisert av P1 bakteriofager. Et nytt P1 lysat 
ble laget av lyserte RRL41 som bestod av virioner der noen inneholdt DNA-fragmenter fra 
kromosomet til RRL41. Deretter ble RRL215 celler infisert med dette P1 lysatet og dyrket på 
LB plater tilsatt antibiotikaene hygromycin, chloramphenicol og kanamycin. Sistnevnte 
antibiotikum er en del av konstruktet seqA-yPet på kromosomet hos RRL41 celler, mens 
hygromycin og chloramphenicol brukes som markører for henholdsvis konstruktene lacO240 
og lacI-mCherry hos RRL215 celler. Koloniene dannet på platene må ha gener på 
kromosomet som koder for resistans mot disse antibiotikaene. Et par kolonier ble plukket og 
testet for korrekt fluorescenskontrukter i fluorescensmikroskopet. Stammen ble kalt HE01. 
Stammen HE01 inneholder fluorescenskonstruktene lacI-mCherry og seqA-yPet. Signal fra 
mCherry og signal fra YPet viser dermed til posisjonen til henholdsvis oriC og formodentlig 
replikasjonsgafler i cellen ved eksponering i fluorescensmikrokopet. Som påpekt ovenfor kan 
man imidlertid ikke feste lit til måling av posisjonen til replikasjonsgaflene i stammen HE01. 
 
 HE01 ble dyrket i vekstmediene ABB1 fru og ABB1 glu CAA. I tabell 4-7 er det en oversikt 
over den gjennomsnittlige doblingstiden til AB1157 og HE01 ved to vekstrater. 
 
Tabell 4-7. Doblingstidene til AB1157 og HE01 i ulike medium. Standardavviket er angitt i parentesene. 
 
Medium 
 
 
  Doblingstid til AB1157 
 
    Doblingstid til HE01  
ABB1 fru            85 min (±1,4)         91 min (±1,1) 
ABB1 glu CAA            49 min (±1,0)         56 min (±0,9) 
 
Stammen HE01 vokste saktere enn stammene AB1157 i begge medium, se tabell 4-7. Siden 
veksthastigheten til RRL215 var relativ lik villtypens og stammen HE01 vokste enda saktere 
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enn RRL41 virker det som kombinasjonen av en lang lacO-array tildekket med mCherry og 
en defekt sekvestrering hemmer veksten mer sammen enn konstruktet seqA-yPet alene.  
 
4.3.1 Fordeling av origin 
Fordelingen av origin i HE01 populasjoner ble funnet ved hjelp av flowcytometri. 
Replikasjonen initierer fra origin i HE01 celler ved forskjellige tidspunkt. En cellepopulasjon 
av stammen HE01 som inkuberes i flere generasjoner med antibiotikaene rifampicin og 
cephalexin vil ende opp med celler som inneholder 2n og ≠2n (n = 0, 1, 2, 3, ...) kromosomer. 
DNA-histogrammene for replikasjons run-out prøvene til HE01 dyrket i mediene ABB1 fru og 
ABB1 glu CAA er vist i figur 4-9. Man kan se at replikasjonsmønsteret likner på det til 
RRL41, men ikke villtypen AB1157.  
 
Figur 4-9. DNA-histogram fra replikasjons run-out prøve til HE01 a) dyrket i ABB1 fru medium med doblingstid 
på 89 min og b) dyrket i ABB1 glu CAA medium med doblingstid på 56 min. 
 
For å kunne foreta beregninger på grunnlag av gjennomsnittlig antall origin per celle ble 
stammen betraktet som synkron. For celler dyrket i ABB1 fru medium ble cellene med DNA-
innhold som ikke korresponderte med ett eller to kromosompar fordelt likt mellom de to 
kromosomparene. DNA-histogrammet til celler dyrket i ABB1 glu CAA medium ble delt i to 
ved toppen med celler som inneholdt seks origin. Cellene med færre origin enn seks og 
halvparten av cellene med seks origin ble antatt til å ha fire origin og resten av cellene ble 
definert til å ha åtte origin. Gjennomsnittet og standardavviket til fordelingen av origin 
mellom hvert vekstforsøk i ABB1 fru og i ABB1 glu CAA medium ble funnet, og er framstilt i 
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stolpediagram i figur 4-10 b. Tabellene B-6 og B-7 i vedlegg B viser fordelingen av origin i 
hvert vekstforsøk i henholdsvis mediene ABB1 fru og ABB1 glu CAA.  
 
 
Figur 4-10. Stolpediagram over fordelingen av origin for a) AB1157 og b) HE01 dyrket i to ulike medium. 
Gjennomsnittet er tatt etter tre forsøk, og standardavviket er angitt som barer. 
 
Fordelingen av origin til HE01 celler dyrket i ABB1 fru medium var forholdsvis lik 
tilsvarende fordeling til AB1157. Gjennomsnittlig inneholdt omtrent 65 % og 35 % av 
AB1157 og HE01 celler dyrket i ABB1 fru medium henholdsvis to og fire origin. Dette 
a 
b 
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resulterte i at villtype og HE01 celler ble beregnet til å ha gjennomsnittlig 2,6 og 2,7 origin 
per celle, henholdsvis. Gjennomsnittlig antall origin per villtype og HE01 celle var 
henholdsvis 5,4 og 6,3 i ABB1 glu CAA medium. Det var nå større forskjeller mellom HE01 
og AB1157. Blant HE01 celler var det flere celler som hadde åtte enn fire origin, henholdsvis 
rundt 57 % og 43 %, mens ca 65 % og 35 % av villtypeceller inneholdt henholdsvis fire og 
åtte origin. Denne forskyvningen tyder på at et defekt SeqA protein påvirker i større grad 
fordelingen av origin under rask enn sakte vekst.  
 
Om metoden for å beregne fordelingen av origin hos en stamme som initierer asynkront er 
holdbar og dermed sammenliknbar med tilsvarende fordeling hos stammen RRL215 er 
tvilsom. Dette gjelder spesielt for cellene dyrket i ABB1 glu CAA medium, siden 
overinitiering forekommer i større grad hos disse cellene enn de dyrket i ABB1 fru medium. 
Fordelingen av origin funnet hos stammen HE01 er uansett en god indikasjon på at 
betydningen av et funksjonelt SeqA protein øker med økende veksthastighet. Det samme ble 
sett i doblingstidene. 
 
4.3.2 Fordeling av originfokus 
Som for stammene RRL215 og SF120 ble HE01 celler i stabil eksponentiell vekst preparert 
for mikroskopi. Bildene av HE01 ble hovedsaklig visualisert med filterkombinasjonen DIC 
Cy3. Men i figur 4-11 er det vist celler eksponert med filterkombinasjonen DIC YFP Cy3 der 
SeqA-fokus er gule, mens oriC-fokus er røde.  
 
 
 
Figur 4-11. Overlay-bilder av HE01 celler med gule SeqA-fokus og rød oriC-fokus. a) cellen inneholder 2 SeqA-
fokus og 3 oriC-fokus, b) cellen inneholder 2 SeqA-fokus og 2 oriC-fokus som overlapper, c) cellen inneholder 
10 SeqA-fokus og 10 oriC-fokus og d) cellen inneholder 10 SeqA-fokus og 13 oriC-fokus. De første bildene er 
av celler som ble dyrket i ABB1 fru medium, mens de to siste er fra vekstforsøk i ABB1 glu CAA medium. 
a b c d 
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Kun antall originfokus per celle dyrket i mediene ABB1 fru og ABB1 glu CAA ble talt. Andel  
celler i prosent med indikerte fokus ble funnet for hvert forsøk og gjennomsnittet med 
tilhørende standardavvik ble beregnet. Figur 4-12 viser sistnevnte framstilt i et stolpediagram. 
 
 
Figur 4-12. Fordeling av originfokus til HE01 dyrket i to ulike medium framstilt i stolpediagram. Det er tatt 
gjennomsnitt av forsøkene og standardavviket er indikert med barer. 
 
I ABB1 fru medium inneholdt rundt 85 % av cellene ett eller to oriC-fokus, derav over 70 % 
med to fokus. Andel celler med tre eller fire originfokus var omtrent 15 %. Det ble ikke 
observert celler med flere enn fire fokus, og i figur 4-13 a er det gitt eksempler på slike celler. 
Gjennomsnittlig antall originfokus per celle var 2,1. Tabell B-12 og tabell B-13 i vedlegg B 
viser fordelingen av originfokus til hvert forsøk med HE01 i henholdsvis mediene ABB1 fru 
og ABB1 glu CAA.  
 
Bakterieceller dyrket i ABB1 glu CAA medium hadde gjennomsnittlig 3,6 oriC-fokus per 
celle. Økt veksthastighet fører til at celler inneholdt flere originfokus per celle, men også til 
større forskjeller mellom forsøkene. Usikkerhetene i stolpene i figur 4-12 er større for celler 
dyrket i ABB1 glu CAA medium enn ABB1 fru medium. Fra fordelingen i figur 4-12 ser man 
at over 75 % av cellene inneholdt fra to til fire indikerte oriC-fokus, mens drøye 15 % av 
cellene inneholdt fem eller seks fokus. Et fåtalls celler ble funnet til å ha ett fokus eller flere 
enn seks originfokus. Figur 4-13 b viser eksempler på HE01 celler med ett til åtte oriC-fokus. 
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Det ble observert et par celler med ti og tolv originfokus, se figur 4-11 c og d. 
Gjennomsnittlig antall originfokus per celle var 3,6. Størrelsen på cellene varierte fra små 
med ett originfokus til uvanlige store celler som inneholdt mange fokus. Det ble funnet flere 
abnorme store HE01 celler enn RRL215 celler.  
 
Figur 4-13. Overlay-bilder av HE01 celler a) dyrket i ABB1 fru medium som inneholder ett til fire oriC-fokus og 
b) dyrket i ABB1 glu CAA medium som inneholder ett til åtte oriC-fokus.   
 
I delkapittel 4.1.2 ble gjennomsnittlig antall originfokus per celle for RRL215 dyrket i 
mediene ABB1 fru og ABB1 glu CAA funnet til å være henholdsvis 1,9 og 2,9. Sammenliknet 
med stammen RRL215 inneholdt HE01 celler et gjennomsnittlig høyere antall originfokus per 
celle ved begge vekstrater. Gjennomsnittlig antall originfokus per celle for HE01 dyrket i 
mediene ABB1 fru og ABB1 glu CAA var henholdsvis 2,1 og 3,6. Dette tyder på at proteinet 
SeqA har en funksjon i organisering av origin. 
 
4.3.3 Organisering av origin 
Resultatene fra flowcytometri og fluorescensmikroskopi ble benyttet for å bestemme graden 
av samlokalisering mellom to origin hos celler dyrket i mediene ABB1 fru og ABB1 glu CAA. 
Estimat av fordelingen av origin i HE01 celler ble funnet ved å forutsette at stammen initierer 
synkront. Denne approksimasjonen kan være akseptabel for celler dyrket i ABB1 fru medium 
da asynkroni uttrykkes i liten grad i disse cellene. Derimot kan ikke den estimert fordelingen 
a 
b 
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av origin i HE01 celler dyrket i ABB1 glu CAA medium benyttes til å beregne 
samlokaliseringsperioden P. Denne perioden ble dermed kun beregnet for celler dyrket i 
ABB1 fru medium. Det var god overensstemmelse mellom forsøkene. Verdiene fra 
beregningene er vist i tabellene B-20 i vedlegg B. Gjennomsnittet og standardavviket av disse 
forsøkene i vekstmediet ABB1 fru er vist i tabell 4-8, sammen med resultatene til RRL215. 
Fra tabellen kan man se at HE01 celler gjennomsnittlig inneholdt flere origin og oriC-fokus 
enn RRL215 celler. Forskjellen er størst for antallet oriC-fokus som reflekteres i 
samlokaliseringsperioden P. To originsøstre hos HE01 celler er samlokalisert omtrent 40 % 
av doblingstiden mot rundt 50 % hos stammen RRL215. Dette kan igjen tyde på at SeqA har 
en funksjon i organiseringen av origin. 
 
Tabell 4-8. Antall origin og originfokus per celle dyrket i ABB1 fru medium for RRL215 og HE01. 
Standardavviket er angitt i parentesen. 
 
Stamme 
 
    τ  
(min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall origin 
per celle, O 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfokus, 
ࡻ
ࡲ
 
 
 
Tidsperioden 
til 
samlokalisering
,  
P (min) 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering 
som prosent av 
τ, P (%) 
RRL215  82 (±3,0) 2,6 (±0,07) 1,9 (±0,06) 1,4 (±0,03)    42,2 (±2,5)      51,1 (±2,9) 
HE01 89 (±0,8) 2,7 (±0,04) 2,1 (±0,06) 1,3 (±0,04)    36,8 (±4,3)      41,1 (±4,7) 
 
 
Gjennomsnittlig antall originfokus per celle dyrket i ABB1 glu CAA medium var 2,9 (±0,16) 
og 3,6 (±0,20) for stammene RRL215 og HE01, henholdsvis. Tabell B-21 i vedlegg gir en 
detaljert oversikt over verdiene bak snittene til HE01. Økning i fokus var altså på nesten ett 
fokus. Betydningen av funksjonen til SeqA i organiseringen av origin kan være avhengig av 
veksthastigheten.  
 
Cellesyklusparametre og varigheten av cellesyklusperiodene til stammen HE01 ble ikke 
beregnet, da periodene til stammer som initierer asynkront kan kun estimeres med en rekke 
forutsetninger. Siden en asynkron stamme initierer ved ulike tidspunkt kan et bestemt 
initieringstidspunkt, ai felles for alle celler, ikke beregnes. ai kan enten innta en 
gjennomsnittsverdi eller et intervall som strekker seg fra første til siste initiering. Eventuell 
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effekt av defekt sekvestrering på cellesyklusmønsteret ble ikke videre undersøkt i denne 
oppgaven. 
 
4.4 Stammer med fluorescensmerket replisom 
Det ble foretatt ett vekstforsøk med stammene RRL27, RRL32 og RRL36 for å undersøke 
replikasjonsmønsteret hos stammer med fluorescensmerket replisom. Hos RRL27, RRL32 og 
RRL36 er fluorescensproteinet YPet koblet til henholdsvis HolC, Ssb og DnaQ. Proteinene 
HolC og DnaQ er byggesteiner i DNA polymerase ΙII holoenzym. Replisomet består blant 
annet av dette enzymet. Proteinet Ssb er lokalisert rett ved replisomet. I kapittel 2.1.4 er 
replisomet og proteinet Ssb nærmere beskrevet. Med stammene RRL27, RRL32 og RRL36 
kan dermed posisjonen til replisomet i cellene framstilles som et fokus i et 
fluorescensmikroskop, se overlay-bildene i figur 4-14.  
 
Figur 4-14. Overlay-bilder tatt med filterkombinasjonen DIC YFP av a) en RRL27 celle, b) en RRL32 celle og 
c) en RRL36 celle. Alle cellene ble dyrket i vekstmediet ABB1 glu CAA. 
 
Signalene både fra YPet i RRL27 og RRL36 var svake. Dette tyder på lave intracellulære 
konsentrasjoner av proteinene disse fluorescensproteinene er bundet til. Siden 
replisomfokusene i RRL32 var sterkere, kan dette indikere at det dannes mer Ssb protein enn 
HolC og DnaQ i celler.    
 
a b c 
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Figur 4-15. DNA-histogrammer for replikasjons run-out prøven til a) RRL27 med doblingstid på 48 min, b) 
RRL32 med doblingstid på 43 min og c) RRL36 med doblingstid på 58 min. 
 
Stammene ble videre undersøkt ved flowcytometri. Resultater fra flowkjøringen er vist i figur 
4-15. Fra DNA-histogrammene i figuren kan man se at stammene med fluorokromet YPet 
koblet til replisomet initierer synkront i motsetning til stammen RRL41. Siden sporing av 
posisjonen til replikasjonsgafler i RRL41 celler ikke var ønskelig grunnet defekt SeqA, ble 
stammen RRL27 valgt som erstatning for RRL41. Stammen RRL27 er av villtypen AB1157 
med konstruktet holC-yPet på kromosomet. 
 
 
4.5 Stammen SF120  
Med stammen SF120 kan posisjonen til replisomet i forhold til oriC visualiseres ved hjelp av 
et fluorescensmikroskop. Organiseringen av replikasjonskomplekser ble undersøkt i celler av 
stammen SF120. Stammen SF120 ble laget av Solveig Fossum ved P1 transduksjon av 
konstruktet holC-yPet fra RRL27 inn i stammen RRL215 med mCherrymerket oriC. Denne 
stammen inneholder altså konstruktene lacI-mCherry, lacO240 og holC-yPet. Ved 
eksponering med filterkombinasjonen DIC YFP Cy3 i et fluorescensmikroskop eksiterer 
fluorescensproteinene. Deeksitasjon i form av fluorescens filtres og før den fanges av 
detektorer. Signal fra YPet representerer posisjonen til replisomet, mens signal fra mCherry er 
markør for posisjonen til origin. Figur 4-16 viser overlay-bilder av SF120 celler tatt med 
filterkombinasjonen DIC YFP Cy3. Replisomfokus er gult, mens originfokus er rødt. 
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Figur 4-16. Overlay-bilder av SF120 celler med gule HolC-fokus og røde oriC-fokus. a) celler med ett oriC-
fokus og økende HolC-fokus fra 0 til 2 og b) celler med to oriC-fokus og økende HolC-fokus fra 0 til 4. Årsaken 
til at ikke alle cellene inneholdt HolC-fokus var at de i deler av cellesyklus ikke replikerte.  
 
Det ble foretatt fire vekstforsøk med SF120 i ABB1 fru medium. I tabell 4-9 er gjennomsnittet 
av doblingstidene til AB1157 og SF120 gitt. Stammen SF120 vokste ved nesten samme rate 
som stammen HE01 i respektiv medium, se tabell 4-7. Effekten av tre konstrukter på 
kromosomet kan ha bidratt til noe økning i doblingstiden i forhold til villtypen.  
 
Tabell 4-9. Doblingstidene til AB1157 og SF120 i ABB1 fru medium. Standardavviket er angitt i parentesene. 
 
Medium 
 
 
  Doblingstid til AB1157 
 
    Doblingstid til SF120  
ABB1 fru            85 min (±1,4)         92 min (±2,7) 
 
 
4.5.1 Replikasjonsmønster og gaffelfordeling  
For å kunne undersøke graden av samlokalisering mellom gafler og replisomfokus ble en 
modell for cellesyklus først funnet. På grunnlag av disse resultatene ble så fordelingen av 
gafler beregnet. Cellesyklusparametrene ble beregnet etter analyse av DNA-histogrammer for 
den eksponentielle prøven og replikasjons run-out prøven og ved bruk av aldersfordelingen, 
se delkapittel 3.5.1 for framgangsmåten. I tabellene B-24 og B-26 i vedlegg B er resultatene 
av disse beregningene for henholdsvis villtypen og SF120 gitt. En modell for cellesyklus 
basert på verdiene av de tre første forsøkene ble laget. Forsøk 4 ble kjørt i den siste 
flowkjøringen sammen med forsøk 4 med AB1157 og forsøk 3 med RRL215. Under denne 
kjøringen gikk tidsnød utover kvaliteten på resultatene. Det siste forsøket med SF120 har blitt 
utelatt i videre beregninger vedrørende gaffelfordelingen. Modellen for cellesyklus er skissert 
a 
b 
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i figur 4-17, der C-perioden varte i 65 minutter, mens D-perioden var 75 minutter lang. 
Cellesyklusmønsteret til SF120 stemmer ganske godt overens med villtypens.  
 
Termineringstidspunktet at var den første hendelsen i cellesyklus. Cellene delte seg altså mens 
to kromosomer replikerte. Dette innbærer at cellene før celledeling inneholdt to replikerende 
kromosomer med totalt fire origin og fire gafler. Nyfødte celler inneholdt dermed ett 
replikerende kromosom med to origin og to gafler. I fase II mellom termineringsalderen (t=20 
min) og initieringsalderen (t=50 min) inneholdt cellene to hele kromosomer.  
 
 
Figur 4-17. En modell for cellesyklus for SF120 dyrket i ABB1 fru medium. En generasjon deles inn i fasene I, II 
og III. Fase I starter ved t=0 og avsluttes ved t=at med celler som inneholder 2 gafler og 2 origin, fase II fra at til 
ai med 0 gafler og 2 origin og fase III fra ai til τ med 4 gafler og 4 origin. 
 
Med utgangspunkt i cellesyklusparametrene og ved integrasjon av aldersfordelingen (likning 
3-5 og likning 3-7) ble fordelingen av replikasjonsgafler beregnet. Gaffelfordelingen er 
framstilt som stolpediagram i figur 4-18. Tabell B-31 i vedlegg B er gaffelfordelingen i hvert 
forsøk gitt. Overensstemmelsen mellom villtypen og SF120 er god. Fra fordelingen i figur 4-
18 kan man se at rundt 35 % av cellene ikke replikerte. Av de øvrige cellene replikerte ca 25 
% med 2 gafler og ca 40 % replikerte med 4 gafler. Ved å ta trekke fra andel celler uten gafler 
ble gjennomsnittlig antall gafler per replikerende celle beregnet til å være 3,2.  
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Figur 4-18. Gaffelfordelingen i AB1157 og SF120 celler dyrket i ABB1 fru medium. Gjennomsnittet og 
standardavviket er basert på de tre første forsøkene. 
 
4.5.2 Fordeling av replisomfokus 
Neste skritt for å bestemme omfanget av samlokalisering mellom gafler og replisomfokus var 
å finne fordelingen av replisomfokus. Levende SF120 celler på objektglass ble eksponert med 
filterkombinasjonen DIC YFP Cy3 i fluorescensmikroskopet. Som konsekvens av 
eksponeringen ble signal fra YPet og mCherry registrert og fokus som representerer 
henholdsvis posisjonen til replisom og origin ble framstilt av mikroskopet. Antall HolC- og 
oriC-fokus per celle ble talt i SF120 celler dyrket i ABB1 fru medium. Resultatene fra 
analysen av mikroskoperingen er vist for vekstforsøkene i tabell B-35 i vedlegg B. 
Fordelingen av replisomfokus er listet i tabell B-32 i vedlegg B. Stolpediagrammet i figur 4-
19 viser den gjennomsnittlige fordelingen av replisomfokus beregnet etter alle fire forsøk.  
 
En stor andel celler ble observert uten replisomfokus, men med definerte oriC-fokus. Andel 
celler uten replisomfokus varierte mellom forsøkene, men mellom 40 % og 50 % av cellene 
ble funnet uten indikert HolC-fokus. I underkant av halvparten av cellene inneholdt ett eller to 
replisomfokus, mens drøye 5 % av cellene ble observert til å ha flere enn to fokus. 
Gjennomsnittlig antall replisomfokus per celle var 1,0.  
 
59 
 
Både gaffelfordelingen i forrige delkapittel og andelen celler uten replisomfokus viser at ikke 
alle cellene replikerte DNA. Ved å subtrahere andelen celler uten fokus ble fordelingen av 
HolC-fokus i replikerende celler funnet. Et stolpediagram over denne fordelingen er vist i 
figur 4-19. Nesten 90 % av cellene inneholdt ett eller to replisomfokus, mens resterende celler 
inneholdt tre eller fire fokus. Gjennomsnittlig antall replisomfokus per replikerende celle var 
1,7. 
 
  
Figur 4-19. Stolpediagram over fordelingen av replisomfokus i SF120 celler dyrket i ABB1 fru medium. Det er 
tatt gjennomsnitt av forsøkene og standardavviket er indikert med barer. 
 
4.5.3 Samlokalisering av replikasjonsgafler i replisomfokus 
Det var ønskelig å undersøke omfanget av samlokalisering mellom gafler og replisomfokus. 
Antall gafler per replisomfokus ble bestemt ved hjelp av resultatene fra fordelingen av gafler 
og replisomfokus. Tabell B- 34 viser antall gafler per celle og antall replisomfokus per celle 
hos celler i C-perioden for alle fire forsøk. Det er god overensstemmelse mellom forsøkene. 
Forsøk 4 ble utelatt i beregningen av den gjennomsnittlige gaffelfordelingen i SF120 celler på 
grunn av usikre data. Gjennomsnittsverdiene av antall gafler og replisomfokus i tabell 4-10 
ble dermed beregnet på grunnlag av forsøk 1-3. Antall gafler per replisomfokus hos celler i C-
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periode var 2,0 med forholdsvis små usikkerheter (±0,12). Dette indikerer at to gafler er 
samlokaliserte så lenge kromosomet replikeres. 
 
Tabell 4-10. Antall gafler og HolC-fokus per replikerende celle for SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Medium 
 
Gjennomsnittlig antall 
gafler per 
replikerende celle, G 
 
 
Gjennomsnittlig antall 
replisomfokus per 
replikerende celle, R 
 
Antall gafler per 
replisomfokus, ࡳ
ࡾ
 
 
ABB1 fru       3,2 (±0,02)       1,7 (±0,09)     2,0 (±0,12) 
 
 
4.5.4 Fordeling av origin 
Det ble også undersøkt om organiseringen av origin var avhengig av hvilket intervall cellen 
var i cellesyklus. Dette kan fortelle noe om hvordan replikasjonen hos disse cellene foregår.  
Fordelingn av origin ble funnet ved hjelp av replikasjons run-out DNA-histogrammene gitt av 
kjøring av respektive prøver i flowcytometeret. Det var ønskelig å sammenlikne fordelingen 
med villtypens. Figur 4-20 viser gjennomsnittlig andel AB1157 og SF120 celler med to eller 
fire origin. Overensstemmelsen mellom villtypen og SF20 er god. Rundt 65 % av celler 
inneholdt to origin, mens de resterende cellene inneholdt fire origin. En mer detaljert oversikt 
over fordeling av origin hos SF120 i hvert forsøk finnes i tabell B-8 i vedlegg B. 
Gjennomsnittlig antall origin per celle var 2,6 og 2,7 for henholdsvis AB1157 og SF120.   
 
Som beskrevet i delkapittel 4.5.1 ble det funnet en del celler uten replikasjonsgafler, fordi 
ikke alle celler replikerte DNA. Fordelingen av origin hos populasjonen som replikerte ble 
funnet ved å fjerne andelen celler uten replikasjonsgafler. Basert på denne fordelingen ble 
gjennomsnittlig antall origin per replikerende celle beregnet. Gjennomsnittlig antall origin per 
replikerende celle var 3,3.  
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Figur 4-20. Fordeling av origin til AB1157 og SF120 dyrket i ABB1 fru medium framstilt som stolpediagram. 
Vekstforsøkene er grunnlaget for beregninger av gjennomsnittet, og tilhørende standardavvik er indikert med 
barer. 
 
4.5.5 Fordeling av originfokus 
Videre ble antallet oriC-fokus talt i cellene for å undersøke fordelingen av originfokus hos 
celler i fasene I, II og III. Gjennomsnittet av fordelingene er framstilt som stolpediagram i 
figur 4-21, inkludert fordelingen hos celler i alle aldre. I tabellene B-14, B-15 og B-16 i 
vedlegg B er disse fordelingene gitt. 
 
Fra diagrammene kan man se at fordelingen av originfokus hos celler i fase I+III og fase II er 
nesten identisk. Dette indikerer en høyere grad av samlokalisering mellom to origin i fase 
III+I enn fase II. To origin er sannsynligvis samlokaliserte i hele fase III, og skiller lag i 
begynnelsen av fase I. Alternativt kan samlokaliseringen gå ”av og på”, det vil si at gjennom 
syklus kan to origin splittes og senere forenes. Andelen celler med tre originfokus antyder at 
dette skjer en sjelden gang. Hvorvidt graden av samlokalisering er lik hos celler som 
replikerer med to eller fire gafler er uvisst. Dette er viktig å få undersøkt. 
 
Siden fordelingen av oriC-fokus var lik for celler som replikerte og ikke replikerte ble 
fordelingen undersøkt med utgangspunkt i snittet av disse. Fordelingen av originfokus hos 
celler i alle aldre i figur 4-21 viser at rundt 95 % av cellene inneholdt ett eller to originfokus. 
62 
 
Resten av cellene ble talt til å ha tre eller fire originfokus. Gjennomsnittlig antall originfokus 
per celle var 1,8.  
 
 
Figur 4-21. Stolpediagram over fordeling av originfokus til SF120 celler dyrket i ABB1 fru medium. Det er tatt 
gjennomsnitt av forsøkene og standardavviket er indikert med barer. 
 
4.5.6 Organisering av origin 
En indikasjon på omfanget av samlokalisering mellom to origin er forholdet mellom 
gjennomsnittlig origin per celle og gjennomsnittlig originfokus per celle og lengden på 
perioden P. I forrige delkapittel ble det funnet at det var ingen betydelig forskjell mellom 
fordelingen av oriC-fokus hos replikerende og ikke-replikerende celler. Derimot var antallet 
origin per celle høyere for celler i fase I+III enn i fase II, se delkapittel 4.5.4. Tabell 4-11 
viser snittene av disse verdiene med tilhørende standardavvik. Verdiene til enkeltforsøkene er 
gitt i tabellene B-22 og B-23 i vedlegg B. Antall origin per originfokus var 1,8 og 1,2 for 
celler i henholdsvis fase I+III og fase II. To origin var samlokalisert lengre når cellen 
replikerte DNA. Samlokaliseringsperioden P ble beregnet til å vare i omtrent 90 % av C-
perioden. Dette tyder på at to originsøstre atskilles enten i slutten av C-perioden eller starten i 
D-perioden. Sistnevnte krever at samlokaliseringsperioden på 90 % tolkes som 100 %. Dette 
medfører at likningen for å beregne perioden P er gyldig også i D-perioden. I ca 20 % av fase 
II er to originsøstre samlokaliserte. Dersom perioden P av C-perioden ansees som korrekt, 
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starter D-perioden med to separerte origin. Dette kan bety at to origin forenes igjen i løpet av 
fase II. 
 
Når cellen deler seg, er to origin samlokalisert i de fleste celler. Samlokaliseringen varer i 
rundt 10 minutter etter celledeling. 5 minutter ble funnet for stammen RRL215, se delkapittel 
4.1.3. Dette indikerer at samlokalisering av to originsøstre kan være gunstig for celler med 
replikerende kromosomer ved celledeling. 
 
Tabell 4-11. Antall origin og originfokus per celle for SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Fase i 
celle-
syklus 
 
Varighet  
av fasen 
(min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
origin per 
celle, O 
 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfok
us, ࡻ
ࡲ
 
 
Tidsperiode
n til sam-
lokalisering , 
P (min) 
 
Tidsperioden 
til sam-
lokalisering 
som prosent 
av fase, P (%) 
 I+III  63,7 
(±3,1) 
3,3 
(±0,02) 
1,8  
(±0,07) 
1,8 
(±0,09) 
55,6  
(±6,3) 
86,7  
(±6,8) 
   II 28,7 
(±1,0) 
2,0  1,7  
(±0,05) 
1,2 
(±0,04) 
6,7 
(±1,1) 
23,6 
(±4,6) 
 
 
4.5.7 Samlokalisering av originfokus og replisomfokus 
Det ble observert celler som inneholdt overlappende oriC-fokus og HolC-fokus. I figur 4-22 
er det vist eksempler på en celle med ett samlokalisert origin- og replisomfokus og en celle 
med to samlokaliserte origin- og replisomfokus. 
 
I forrige delkapittel 4.5.6 ble gjennomsnittlig antall origin per originfokus hos replikerende 
celler beregnet til å være lik 1,8. Mens antall gafler per replisomfokus var 2,0, se delkapittel 
4.5.3. Fra DNA-histogrammene for replikasjons run-out prøvene til SF120 celler dyrket i 
ABB1 fru medium vet man at DNA-replikasjonen initieres fra to origin i alle celler. Cellene 
med to overlappende origin og replisomfokus befinner seg derfor høyst sannsynlig i starten av 
C-perioden. Idet replikasjonen initieres fra oriC og så lenge oriC sekvensen replikeres, må 
gaflene og deler av origin være fysisk koblet sammen. Det ble observert at celler med ett 
overlappende fokus var mindre enn cellene med to overlappende fokus. Cellene med ett 
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overlappende origin- og replisomfokus inneholdt trolig to origin som er samlokalisert og to 
gafler som er samlokalisert. Disse cellene har antakelig nylig delt seg og replikerer ferdig 
kromosomet. Det kan tenkes at samlokaliseringen er tilfeldig på dette stadiet i en cellesyklus. 
 
 
Figur 4-22. Eksempler på samlokalisering mellom a) ett oriC-fokus og HolC-fokus og b) to oriC-fokus og to 
HolC-fokus. Til høyre for overlay-bildene er henholdsvis bildene tatt med filtrene DIC, YFP og Cy3. 
 
4.5.8 Separate originfokus og replisomfokus 
Omtrent 90 % av replikerende celler inneholdt separate origin- og replisomfokus. I figur 4-23 
er det vist eksempler på bilder av slike celler. Ut ifra posisjonene til oriC- og replisomfokus i 
cellene er det gitt et forslag til hvert bilde på hvordan kromosomet kan være organisert. Det 
var flest celler som inneholdt et ulikt antall origin- og replisomfokus. Hos små celler, trolig 
nyfødte, var både enkle og flere oriC- og HolC-fokus lokalisert i nærheten av hverandre. 
Dette antyder at to søsterorigin er samlokalisert og replisomparet er samlokalisert ved 
celledeling. Større avstander mellom originfokus og replisomfokus, men også tette fokus, ble 
funnet hos lengre celler. Før cellen deler seg må de to replikerende kromosomene adskilles. 
 
Hvor lenge originfokus og replisomfokus forblir samlokalisert eller samspillet mellom dem 
har ikke blitt studert nærmere i mikroskopet. For å finne ut hvor lenge et originfokus og et 
replisomfokus er samlokalisert må celler følges over lengre tid i mikroskopet. I slike time-
lapse-studier kan dermed også posisjonene som funksjon av tid til begge fokus i cellen 
granskes, slik at man kan forstå mer av hvordan DNA-replikasjonen foregår.  
 
a 
b 
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Figur 4-23. Overlay-bilder av SF120 celler som ikke inneholder overlappende oriC- og HolC-fokus. I tilhørende 
tegninger er et forslag på hvordan organiseringen av replikasjonen kan være. Kromosomet er her grønt, replisom 
gule og origin røde. 
 
4.6 Fluorokromer med overlappende spektre 
Teorien i dette kapittelet er funnet i et perspektiv om fluorescensproteiner (Shaner et al., 
2005). 
 
Eksitasjonsspekteret og emisjonsspekteret til fluorescensproteinene YPet og mCherry er 
lokalisert i nærheten av hverandre på bølgelengdeskalaen. Dette resulterer i forholdsvis store 
overlappende områder. Med mindre båndpassfiltre i fluorescensmikroskopet ikke er smale 
nok til å skille emittert fluorescens fra ett fluorokrom fra et annet, er dette et problem. I figur 
4-24 er spektrene til YPet og mCherry skissert. 
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Figur 4-24. Skisse over eksitasajonsspekteret (heltrukken) og emitteringsspekteret (stiplet) til 
fluorescensproteinene YPet (gul) og mCherry (rød).  
 
I tabell 4-12 er det gitt en oversikt over filtrene og til hvilket fluorescensprotein de ble 
benyttet. 
 
Tabell 4-12. Oversikt over benyttede eksitasjonsfiltre og emisjonsfiltre i fluorescensmikroskopet Leica. 
 
Fluorokrom 
 
 
Filter 
 
Eksitasjonsfilter 
 
Emisjonsfilter 
 
Filterkube 
YPet YFP      510±10nm      560±20nm JP2 
mCherry Cy3      545±15nm      610±37,5nm Y3 
 
 
4.6.1 Reelle fokus 
Det var nødvendig å undersøke om fokus hos stammene HE01 og SF120 faktisk stammet fra 
respektive fluorescensprotein. I figur 4-25 er det en skisse av spektrene til YPet og mCherry 
med skraverte områder hvor filterene Cy3 og YFP overlapper med eksitasjonsspekteret 
(lysegrønt) og med emisjonsspekteret (mørkegrønt) til motsatt fluorokrom, henholdsvis. YPet 
og mCherry kan eksitere direkte ved eksponering med henholdsvis Cy3 og YFP. Noe av 
emisjonen fra YPet og mCherry blokkeres ikke av henholdsvis Cy3- og YFP-filteret. Siden de 
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skraverte områdene i figur 4-25 er små i forhold til de totale arealene under spekterkurvene, er 
det ikke urimelige å tolke signal med opphav fra disse områdene for svake til å danne fokus.  
 
 
Figur 4-25. Skisse over a) eksitasjonsspekteret (heltrukken linje) og emisjonsspekteret (stiplet linje) til YPet med 
indikert overlapp med båndpassfilter Cy3 (grønn) og b) eksitasjonsspekteret (heltrukken linje) og 
emisjonsspekteret (stiplet linje) til mCherry med indikert overlapp med båndpassfilter YFP (grønn). 
 
Men i arbeidet med stammen HE01 ble det talt flere oriC-fokus per celle enn for RRL215 
celler. Dette kunne tyde på at YPet ble eksitert under eksponeringen av mCherry og at filteret 
Cy3 slipper emisjonen fra YPet gjennom til detektorene. I tabell 4-13 er 
fluorescensegenskapene til proteinene gitt. Intensiteten til YPet er mer enn fire ganger så sterk 
som mCherry. Per eksponering emitterer YPet fire ganger så mange fotoner som mCherry. 
a 
b 
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Det er derfor større sannsynlighet for at YPet danner falske originfokus enn for at mCherry 
danner falske replisomfokus. Det ble utarbeidet en metode for å teste om signalet detektert 
stammet fra ønskelig fluorokrom, som er beskrevet nedenfor. 
 
Tabell 4-13. Fluorescensegenskaper til proteinene. Intensiteten er et mål på utbytte av fotoner per eksponering. 
 
Protein  
 
 
Eksitasjonstopp 
 
Emisjonstopp  
 
Intensitet 
YPet       517nm       530nm     80 
mCherry       587nm       610nm     16 
 
 
Først ble det undersøkt om YPet eksponert med Cy3 filteret resulterer i signal. Stammen  
RRL41 har konstruktet seqA-yPet. Ved eksponering med YFP ble det påvist SeqA-fokus i 
cellene, se bildene a i figur 4-26. Deretter ble RRL41 eksponert med filterkombinasjonen DIC 
Cy3, se bildet b figur 4-26. Cellene i figur 4-26 b viser fravær av fluroescenssignal. 
Innstillingene til filteret Cy3 ble endret fra å eksponere i 7 sekunder til eksponering i 13 
sekunder. Et nytt område på objektglasset ble eksponert med disse innstillingene, se figur 4-
26 c. Da ble det observert signal i og utenfor cellene og tilfeldig spredt fluorescenssignal i 
hele overlay-bildet. Figur 4-26 c viser at overeksponering kan tvinge fram fluorescenssignal i 
bakgrunnsstøy. Dette tyder på at dersom YPet i det hele tatt eksiteres ved eksponering med 
filteret Cy3, er emisjonen fra YPet for liten til å danne fokus. Konklusjonen basert på disse 
resultatene er at oriC-fokus fra mCherry fluorokromet visualisert med Cy3-filteret er reelt. 
 
 
Figur 4-26. RRL41 dyrket i ABB1 glu CAA medium ved 30oC eksponert med a) DIC YFP, b) DIC Cy3 og c) 
DIC Cy3 dobbelt så lenge og kontrast og lysstyrke skalaene er maksimalt utnyttet.   
 
a b c
69 
 
For å teste om signal fra mCherry dannes og detekteres når HE01 og SF120 celler blir 
eksponert med YFP-filteret ble celler av stammen RRL215 benyttet. I stammen RRL215 
markerer signalet fra mCherry posisjonen til oriC ved hjelp av konstruktet lacI-mCherry, se 
kapittel 4-1. Først ble cellene eksponert med filteret Cy3, for å sjekke at cellene faktisk hadde 
oriC-fokus. Disse overlay-bildene er vist i figur 4-27 a. Et nytt område på objektglasset ble 
valgt og cellene ble eksponert med båndpassfilteret YFP i minst 13 sekunder med maks 
utbytte og lysstyrke. Det ble ikke observert signal fra mCherry i cellene, se figur 4-27 b. Det 
ble også tatt bilder av celler eksponert med filterkombinasjonen DIC YFP Cy3, der mest 
signal fra YPet ble sett utenfor cellene, se figur 4-27 c. Figur 4-27 viser at mCherry ikke blir 
eksitert av YFP-filteret. Dette tyder på at SeqA-fokus og HolC-fokus i henholdsvis RRL41 og 
SF120 cellene er reelle.  
  
Figur 4-27. Celler av stammen RRL215 dyrket i ABB1 fru medium ved 30oC eksponert med a) DIC Cy3, b) DIC 
YFP og c) DIC YFP Cy3.  
 
Men fra figur 4-24 kan man se at eksitasjonsspektret til mCherry delvis overlapper med 
emisjonsspekteret til YPet. Dette betyr at mCherry kan bli eksitert av emisjonen fra YPet. 
YPet kan eksitere direkte ved eksponering med Cy3. Emitterte fotoner fra YPet kan eksitere 
mCherry dersom avstanden mellom fluorokromene er mindre enn 5nm. En slik 
vekselvirkning kan kun framkomme i mikroskopibilder ved total overlapp mellom replisom 
og origin i SF120 celler. Følgelig vil fokus representere posisjonen til respektive 
fluorokromer.  
 
4.7 Preparering av celler for mikroskopi 
Levende celler i eksponentiell vekst ble preparert for mikroskopi ved bruk av to ulike 
metoder. Prosedyren for metodene er beskrevet i detalj i vedlegg A. I metode 1 ble cellene 
støpt i agarosen, mens cellene ble støpt oppå agarosen i metode 2. Det ble funnet celler med 
diffuse fokus og celler uten indikerte fokus i alle vekstforsøk med stammene RRL215, HE01 
a b c
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og SF120. Disse cellene har blitt ignorert, fordi de er et resultat av metode 1. Framstilling av 
definerte fokus krever at cellene i agarosen på objektglasset ligger plant og befinner seg i 
riktig posisjon i forhold til okularets innsynsplan. Svakheten med metode 1 for mikroskopi 
var at cellene ikke ble støpt i samme plan og at noen celler var vinklet skrått i forhold til 
innsynsplanet. Celler uten eller med svake fluorescenssignal har blitt observert til å være 
utenfor fokus eller til å ha ligget skrått i agarosen med denne metoden. Figur 4-29 viser 
eksempler på dette. I de siste vekstforsøkene ble metode 2 benyttet. Dette reduserte antallet 
celler med uskarpe oriC-fokus. Da lå cellene i samme plan på toppen av agarosen, men 
cellene klumpet seg ofte sammen i opphopninger. Det var dermed vanskelig å skille 
enkeltceller. Cellene som ikke ble opptalt ble observert å ha vilkårlig størrelse. 
 
 
 
Figur 4-29. Antatte feilkilder ved mikroskoperingsmetodene. a) Metode 1: mange celler lå på skrå gjennom 
agarosen eller befant seg under fokusplanet og b) Metode 2: opphopninger av celler i ulike størrelser. 
 
Da celler av stammene RRL215, HE01 og SF120 ble visualisert med filterkombinasjonene 
DIC Cy3 og DIC YFP Cy3, ble det oppdaget at i noen overlay-bilder havnet oriC-fokus og 
a) Metode 1 b)  Metode 2 
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HolC-fokus utenfor cellene. Forskyvningen mellom filtrene var liten i forhold til 
cellestørrelse. Hvilke fokus som tilhørte hvilken celle var derfor entydig. Det ble ikke tid til å 
undersøke posisjonene til origin- og replisomfokus som funksjon av tiden. Hvor stor 
forskyvingen var, ble ikke undersøkt.  
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5 Diskusjon  
Med stammen RRL215 ble det funnet at organiseringen av origin er vekstavhengig. Publiserte 
resultater med bakteriestammen SF72 til Solveig Fossum ble bekreftet (Fossum et al., 2007). 
Forsøk med stammen HE01 viste at proteinet SeqA kan ha en rolle i organiseringen av origin. 
Graden av samlokalisering mellom origin var også avhengig av hvilke periode i cellesyklus 
cellen befinner seg i. Funnet av samlokaliserte gafler i nesten hele C-perioden er det viktigste 
resultatet stammen SF120 ga. 
 
5.1 Samlokalisering av origin i originfokus 
Resultatene fra flowcytometri og mikroskopi ble brukt til å undersøke organiseringen av 
origin i stammene med fluorescensmerket oriC. Med DNA-histogrammene for replikasjons 
run-out prøven ble først fordelingen av origin og deretter gjennomsnittlig antall origin per 
celle, O, bestemt. Liknende beregninger ble gjort på fordelingen av oriC-fokus, slik at 
gjennomsnittlig antall originfokus per celle, F, ble funnet. Ved hjelp av forholdet ை
ி
 og 
doblingstiden τ ble graden av samlokalisering mellom to origin beregnet. Det har blitt 
forutsatt at likningen (likning 3-8) som kvantifiserer samlokaliseringsperioden P er gyldig.  
 
5.1.1 Avhengig av veksthastighet 
Fordelingen av origin og originfokus hos stammen RRL215 ble funnet til å være avhengig av 
veksthastighet. Gjennomsnittlig antall origin per celle var konsekvent høyere enn 
gjennomsnittlig antall originfokus per celle. Forholdet mellom snittene økte med økende 
veksthastighet. Dette indikerer at samlokaliseringsperioden mellom to origin er øker med 
vekstraten. Samlokaliseringsperioden P ble beregnet til å vare i en halv og i nesten en hel 
generasjon hos RRL215 celler dyrket i henholdsvis mediene ABB1 fru og ABB1 glu CAA. 
Vekstavhengig organisering av origin har blitt observert tidligere (Fossum et al., 2007; 
Nielsen et al., 2007; Adachi et al., 2008). 
 
Cellene vokste med overlappende replikasjonssykluser i mediene. RRL215 celler dyrket i 
ABB1 fru medium initierer DNA-replikasjonen fra to origin i morcellen. Ved celledeling blir 
to replikerende kromosomer fordelt mellom to datterceller. To origin er samlokalisert ved 
celledeling hos disse cellene, se delkapittel 4.1.3. De forblir samlokaliserte i ca 5 minutter 
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etter celledeling. Vekst i ABB1 glu CAA medium resulterer i RRL215 celler som initierer fra 
fire origin i bestemorcellen. Slike celler deler seg med fire replikerende kromosomer. Det kan 
tenkes at samlokaliserte to originsøstre ved celledeling er en del av en mekanisme som bidrar 
til å fordele antallet kromosomer korrekt mellom dattercellene.  
 
5.1.2 Verfisering av publiserte resultater  
Analyse av stammene RRL215 og SF72 dyrket i ABB1 glu CAA medium viste at to origin var 
samlokalisert i så å si en hel generasjon (Fossum et al., 2007), se tabell 4-4. 
Samlokaliseringsperiodene varte litt lengre hos stammen SF72. Forskjellen kan skyldes ulik 
villtypebakgrunn.  
 
Begge stammer har en like lang lacO-array på kromosomet. Hos RRL215 celler blir 
sekvensen tildekket med proteinene LacI-mCherry som blir uttrykt fra et konstrukt på 
kromosomet. Mengde uttrykt LacI-mCherry bestemmes av de intracellulære elementene som 
regulerer dnaA-promotor. Hos SF72 celler befinner konstruktet lacI-yfp seg på plasmidet 
pSG20. Nærvær av arabinose fører til transkripsjon av LacI-YFP proteiner. Antall YFP 
proteiner bundet til lacO-arrayen er bestemt av mengde tilsatt arabinose. For mange 
fluorescensproteiner på en lacO-array kan forsinke eller stoppe replisomet (Possoz et al., 
2006). Det har ikke blitt påvist en slik forsinkelse eller blokkering hos RRL215 celler. En høy 
tetthet av repressorer bundet med høy affinitet til en operator-array forhindret cellevekst 
(Possoz et al., 2006). Bakterieceller med blokkerte replisomer inneholdt også gjennomsnittlig 
færre origin enn villtype celler (Possoz et al., 2006). I kapittel 4.1 ble det vist at stammen 
RRL215 vokste med samme rate som villtypen i vekstmediene ABB1 fru, ABB1 glu og ABB1 
glu CAA. Fordelingen av origin hos stammene RRL215 og AB1157 var identiske, se kapittel 
4.1.1. Dette gir gode indikasjoner på at replisomer i stammen ikke stoppes av arrayen. 
Varigheten av C-perioden til stammene RRL215 og AB1157 dyrket i ABB1 fru medium var 
også nesten identisk, se kapittel 4.1.5. Dette tyder på at replikasjonen hos RRL215 celler er 
uberørt av konstruktet lacO240. Siden resultatene med RRL215 er i samsvar med tilsvarende 
resultater for SF72, antyder det at omfanget av samlokalisering i begge stammer er reelt. 
Hvorvidt konstruktet som markerer posisjonen til origin er plassert på kromosomet eller på et 
plasmid, så ikke ut til å ha betydning for organiseringen av origin. 
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5.1.3 Effekten av defekt SeqA  
Fordelingen av origin og oriC-fokus hos stammen HE01 dyrket i ABB1 glu CAA medium 
avvek fra tilsvarende fordeling hos RRL215. Forskjellen i fordelingene hos celler av 
stammene RRL215 og HE01 dyrket i ABB1 fru medium var mindre. Initiering av 
replikasjonen inntreffer oftere hos HE01 celler enn hos villtypen og RRL215 celler. Nye 
origin ble ikke tilstrekkelig sekvestrert av SeqA proteiner, siden YPet forstyrrer funksjonen til 
SeqA. Re-initiering fra nye origin finner da sted. Antall origin hos celler dyrket i ABB1 glu 
CAA medium varierte mellom ett og ni, se DNA-histogrammet for replikasjons run-out 
prøven til HE01 i figur 4-9 b. Cellene dyrket i ABB1 fru medium re-initierte ikke like ofte. 
Det virker derfor som om funksjonen til SeqA i sekvestreringen er mindre viktig i dette 
mediet.  
 
HE01 celler inneholdt et gjennomsnittlig høyere antall originfokus per celle enn RRL215, se 
tabell 5-1. I likhet med fordelingen av origin var forskjellen mellom stammene RRL215 og 
HE01 størst i ABB1 glu CAA medium. Effekten av defekte SeqA proteiner er tydeligst ved 
høye veksthastigheter. Overinitiering forekommer da i større grad.  
 
Tabell 5-1. Fordeling av originfokus hos stammene RRL215 og HE01 dyrket i ulike medier. 
 
Stamme 
 
Gjennomsnittlig antall 
originfokus per celle i ABB1 fru 
medium 
 
 
Gjennomsnittlig antall originfokus 
per celle i ABB1 glu CAA medium 
RRL215             1,9 (±0,06)              2,9 (±0,16) 
HE01             2,1 (±0,06)              3,6 (±0,20) 
 
 
Det ble også observert flere HE01 celler enn RRL215 celler med et ulikt antall oriC-fokus. 
Dette gjenspeiler formodentlig asynkron initiering. I overlay-bilder ble det også observert 
flere HE01 celler som var uvanlig store. Rundt 30 % av celler som mangler SeqA proteiner er 
rapportert å være store og inneholde mange små originfokus (Fossum et al., 2007). Også 
posisjonen til disse fokusene i cellene var lokalisert annerledes enn i villtypen (Fossum et al., 
2007). Et liknende kaotisk inntrykk av posisjonene til oriC-fokus ble også observert i denne 
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studien. Bildene av HE01 celler i figur 4-11 c og d viser eksempler på det. Dette tyder på at 
SeqA har en rolle i organiseringen av origin. 
 
Som nevnt i kapittel 2.1.5 er kanskje SeqA med på å holde to kromosomsøstre sammen. Om 
SeqA virker fremmende eller hemmende på segregeringen er fremdeles omstridt. (Brendler et 
al., 2000; Sawitzke og Austin, 2001; Molina og Skarstad, 2004; Fossum et al., 2007). 
Samlokaliseringsperioden P ble kun beregnet for celler dyrket i ABB1 fru medium. To origin 
hos RRL215 og HE01 celler var samlokalisert i henholdsvis 50 % og 40 % av doblingstiden. 
Denne forskjellen kommer sannsynligvis av at HE01 celler danner defekte SeqA proteiner. 
Økende vekstrate fører til en forlenget doblingstid hos E.coli mutanter uten SeqA 
sammenliknet med villtypen (Boye et al., 1996). Stammen HE01 vokste saktere i mediene 
ABB1 fru og ABB1 glu CAA enn kontrollstammene AB1157 og RRL215, se tabell 4-1 og 4-
5. Gjennomsnittlig inneholdt HE01 flere oriC-fokus per celle enn RRL215 celler. Kombinert 
medfører dette en kortere samlokaliseringsperiode mellom to origin. Et estimat på varigheten 
av samlokaliseringen ble ikke beregnet for cellene dyrket i ABB1 glu CAA medium. Men, 
disse cellene inneholdt gjennomsnittlig nesten ett oriC-fokus mer enn RRL215 celler dyrket i 
samme medium. I likhet med resultatene fra vekst i ABB1 fru medium indikerer dette at 
samlokaliseringen mellom to origin hos celler dyrket i ABB1 glu CAA medium varer lengre 
hos celler av RRL215 stammen enn HE01. Defekte SeqA gir kun en liten reduksjon i 
perioden P hos cellene dyrket i ABB1 fru medium. Tilsvarende kan antas for celler dyrket i 
ABB1 glu CAA medium. Sannsynligvis er det andre mekanismer enn proteinet SeqA som 
sørger for samlokaliserte to originsøstre.   
 
I stammene RRL41 og HE01 er et forholdsvis stort fluorescensprotein koblet til domenet ved 
C-terminalen på SeqA. Resultatet er at SeqA har problemer med å binde seg til hemimetylert 
DNA. Domenet ved N-terminalen på SeqA vekselvirker med andre SeqA proteiner. Dette 
medfører dannelse av store SeqA komplekser. Det kan tenkes at slike komplekser bidrar til å 
binde to originsøstre sammen. Når denne egenskapen delvis er tapt, kan dette forårsake en 
tidligere atskillelse av to originsøstre.  
 
I liknende forsøk med en mutant uten SeqA ble det funnet at samlokalisering av to origin var 
avhengig av et funksjonelt protein (Fossum et al., 2007). Antallet oriC-fokus ble kvalitativt 
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vurdert til å være lik antallet origin. Slike celler har sannsynligvis ikke samlokaliserte 
søsterorigin (Fossum et al., 2007).  
 
Sekvestreringen av origin varer i ca en tredjedel av cellesyklusen. To originsøstre hos 
RRL215 bakterier i mediet ABB1 glu CAA ble funnet til å være samlokalisert lengre enn det. 
Dette støtter antakelsen om at en annen mekanisme også må være involvert i å ivareta 
samlokaliseringen. 
 
5.1.4 Avhengig av cellesyklusperiodene 
Stammen SF120 dyrket i ABB1 fru medium viste at ikke alle cellene i en cellepopulasjon 
replikerer DNA. Samlokaliseringsperioden P ble beregnet til å vare i omtrent 90 % (±6,8) av 
C-perioden og 20 % (±4,6) av fase II. Med utgangspunkt i omfanget av samlokalisering kan 
resultatene tolkes på to måter. Omfanget kan indikere at to origin er samlokalisert gjennom 
hele C-periode og i begynnelsen av D-periode. Alternativt at samlokaliseringen ender i slutten 
av C-periode, slik at D-perioden starter med to separate origin. Men dette er ganske usikkert. 
På grunn av en del celle-til-celle variasjoner vil sannsynligvis samlokalisering av origin av og 
til strekke seg inn i fase II og av og til ikke. Usikkerhetene til perioden P bidrar med å støtte at 
omfanget av samlokalisering hos alle celler i en cellepopulasjon faktisk varierer.  
 
5.2 Samlokalisering av gafler i replisomfokus 
En modell for cellesyklus og en fordeling av gafler til stammen SF120 dyrket i ABB1 fru 
medium ble estimert ved hjelp av resultatene fra flowcytometri. Både DNA-histogrammene 
for den eksponentielle prøven og replikasjons run-out prøven ble benyttet. Fordelingen av 
replisomfokus ble bestemt ved å telle antallet indikerte HolC-fokus hos celler eksponert med 
filteret YFP i fluorescensmikroskopet.  
 
En cellepopulasjon med overlappende replikasjonssykluser er antatt til kun å bestå av celler i 
C- og D-periode (Cooper og Helmstetter, 1968). C-perioden hos SF120 celler dyrket i ABB1 
fru medium starter ved ai=50 minutter. I denne fasen av C-perioden replikerer cellene med 4 
gafler. Cellene deler seg mens de replikerer to kromosomer ved τ=95 minutter. I fase I fra t=0 
til at=20 minutter replikeres det med 2 gafler. Hele C-perioden varer i 65 minutter. Mellom at 
og ai replikerer cellene ikke DNA. Funnene er forenelig med resultater fra tidligere forsøk 
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(Adachi et al., 2008). E.coli bakterier med doblingstid på 75 minutter har blitt funnet med en 
terminineringsalder og en initieringsalder på henholdsvis 23 og 45 minutter. C-perioden varte 
i 55 minutter, der cellene enten replikerte med to eller fire gafler (Adachi et al., 2008). 
 
Gjennomsnittlig inneholdt disse cellene 3,3 gafler. Gjennomsnittlig antall replisomfokus var 
1,7 gjennom hele C-perioden. Signal fra fluorescensmerket SeqA markerer posisjonen til 
replikasjonsgafler i cellen (Hiraga et al., 1998, 2000; Onogi et al., 1999; Brendler et al., 2000; 
Molina og Skarstad, 2004). Lokaliseringen av en subenhet av DNA Polymerase III 
holoenzym (DnaN/sliding clamp) i cellen tilsvarer posisjonen til SeqA (Onogi et al., 2002). 
E.coli bakterier med doblingstid lik 75 minutter inneholdt 1,4 SeqA fokus (Adachi et al., 
2008). Dette er i overensstemmelse med det gjennomsnittlige antallet HolC-fokus funnet hos 
SF120. 
 
Gjennomsnittlig antall gafler per replisomfokus var 2,0 (±0,12). Dette er i samsvar med 
tidligere funn (Adachi et al., 2008). Separate replikasjonsgafler har ikke blitt observert hos 
celler med doblingstider kortere enn 75 minutter (Adachi et al., 2008). Det gjennomsnittlige 
antallet gafler per replisomfokus kan indikere at to replikasjonsgafler er samlokalisert 
gjennom hele C-perioden, men et slikt snitt representerer en hel cellepopulasjon. Det er derfor 
rimelig å tenke at to replikasjonsgafler er samlokalisert gjennom mesteparten av C-perioden. 
Sannsynligvis kan noen replisomfokus også representere 1 eller 4 gafler. Et av bildene i figur 
4-23 viser en liten celle med to replisom og ett originfokus. Denne cellen befinner seg 
antakelig i fase I, og den vil da inneholde to separate gafler og to samlokaliserte origin. Fire 
samlokaliserte gafler kan forekomme dersom initieringen inntreffer fra to samlokaliserte 
origin.  
 
5.3 Aspekter ved fokus 
Begrepet samlokalisering har til nå ikke blitt definert. I denne oppgaven er samlokalisering 
definert som at to origin eller to gafler er lokalisert i en avstand på mindre 200nm fra 
hverandre. Om to origin eller to gafler er fysisk sammenkoblet eller om de tilfeldigvis bare 
befinner seg i nærheten av hverandre, kan ikke besvares ved å studere posisjonen til origin- og 
replisomfokus i et fluorescensmikroskop. Oppløsningen til et lysmikroskop er maksimalt 
200nm, se kapittel 2.3. Siden oppløsningen til lysmikroskopet er begrenset, er det umulig å 
gjøre rede for om to origin eller to gafler i nærheten av hverandre er fysiske koblet sammen. 
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5.4 Kunstige konstrukter på kromosomet 
Å sette sekvenser inn på kromosomet til E.coli kan påvirke viktige prosesser i cellen. 
Konstruktet seqA-yPet på kromosomet hos stammen RRL41 medfører dannelse av defekte 
SeqA proteiner. Hemimetylert DNA i kjølvannet av replikasjonsgafler blir dermed ikke 
fullstendig sekvestrert. Initiering fra nye origin forekommer. En liknende effekt ble også 
observert i stammen KB13. Konstruktet dnaA-gfp forårsaker at KB13 celler danner delvis 
defekte DnaA proteiner. Dette medfører at stammen initierer replikasjonen asynkront. 
 
lacO-arrayen på kromosomet i stammene RRL215, HE01 og SF120 består av 240 kopier av 
lacO-sekvensen. Det er en viss fare for at LacI-mCherry proteinene bundet til denne arrayen 
kan hindre replisomet å passere (Possoz et al., 2006). Replisom som stopper opp langs 
sekvensen ble ikke observert i stammen RRL215, se delkapittel 5.1.2. Om 
fluorescensproteinene mCherry forsinker replisom er derimot mer usikkert. Å sammenlikne 
C-periodene hos villtypen og RRL215 er ikke tilstrekkelig for å garantere uaffiserte 
replisomer. Tydelige fokus har blitt framstilt med en lacO-array på 64 kopier av lacO-
sekvensen (Fekkete og Chattoraj, 2005). En kortere lacO-array øker sannsynligheten for at 
replisom passerer sekvensen uhindret. Færre fluorescensproteiner gir også samme effekt, men 
kan gå på bekostningen av definerte fokus. 
 
SF120 celler har konstruktet holC-yPet i tillegg til lacI-mCherry og lacO240 på kromosomet. 
YPet er koblet til HolC proteinet som er en av byggesteinene til DNA polymerase ΙII 
holoenzym. Sistnevnte sørger for elongering av kromosomet ved å hekte på nye nukleotider 
(delkapittel 2.1.4). Det er mulig at fluorescensproteinene forstyrrer polymerasen, slik at DNA-
elongeringen tar lengre tid. Et fluorescensmerket replisom, allerede tynget, kan forsinkes 
ytterligere ved replikasjon av en lang lacO-array med store fluorescensproteiner bundet til 
seg. Konstruktene på kromosomet vil da i fellesskap føre til en forlenget C-periode. Hos 
AB1157, RRL215 og SF120 celler dyrket i ABB1 fru medium har C-perioden blitt beregnet til 
å vare i henholdsvis omtrent 60, 50 og 65 minutter med forholdsvise store usikkerheter. Antas 
disse som korrekte kan det virke som at replikasjonen langs lacO-arrayen foregår uten 
hindringer hos stammene RRL215 og SF120.  
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Ulempen ved å visualisere posisjonen til proteiner eller sekvenser på kromosomet i levende 
celler ved hjelp av fluorescensproteiner er at det er knyttet usikkerhet til resultatene. Hvorvidt 
fluorokromet påvirker funksjonen til målproteinet eller forstyrrer andre proteiner i nærheten 
av det, kan aldri med 100 % sikkerhet fastslås. 
 
 
5.5 Eventuelle feilkilder ved metodene  
Resultatene i denne oppgaven ble hovedsakelig funnet ved å undersøke celler med 
fluororescensmerking i et flowcytometer og et fluorescensmikroskop. Disse er veletablerte 
metoder, men variasjoner i resultater kan framkomme på grunn av metodene.  
 
5.5.1 Flowcytometri 
DNA-histogrammene for den eksponentielle prøven og replikasjons run-out prøven gitt av 
kjøringen i flowcytometeret har blitt benyttet for å undersøke fordelingen av origin og 
fordelingen av gafler i populasjonen. Ved OD450 tilnærmet lik 0,15 ble en del cellekultur i 
stabil eksponentiell vekst fiksert og replikasjons run-out prøven ble tilsatt antibiotikaene 
rifampicin og cephalexin. Dagen før kjøringen i flowcytometeret ble celleprøvene farget med 
FITC. Dette fluorokromet binder seg til proteinene i cellene. Prøvene ble farget med Hoechst 
rett før kjøringen. Hoechst danner likevektsbindinger med DNA.  
 
En betingelse for korrekt fordeling av origin er at antibiotikaene rifampicin og cephalexin ble 
tilsatt samtidig. Antibiotikaene hindrer initiering av ny DNA-replikasjon og celledeling, se 
kapittel 3.3. En forsinket virkning av en dem i forhold til den andre kan gi en skjev fordeling 
av origin. Dette vil i så fall også påvirke cellesyklusparametrene og fordelingen av gafler. 
 
I alle DNA-histogrammer for run-out prøvene ble toppene med to og fire kromosomer og 
toppene med fire og åtte kromosomer alltid funnet til å være litt forskjøvet mot høyere 
Hoechst-innhold. Dette betyr at bindingen mellom Hoechst og DNA ikke er lineær, og den 
blir mer ulineær med økende DNA-innhold. Et slikt avvik vil dermed medføre at også DNA-
fordelingen til den eksponentielle prøven har blitt forflyttet mot et høyere Hoechst-innhold. 
Dette har ikke blitt tatt hensyn til da sistnevnte histogram ble studert for å bestemme antallet 
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kromosomekvivalenter ved K1 og K2. Høyere DNA-innhold ved K1 og K2 vil medføre en 
forkortet C-periode og antallet gafler i populasjonen går ned.  
 
En FITC-negativ standard ble tilsatt i alle prøver før kjøring i flowcytometeret. Denne ble 
senere benyttet for å bestemme DNA-innholdet i både den eksponentielle og run-out prøven. 
Det er derfor nødvendig at den negative standarden i hver prøve ble lagt ved en kjent, fast 
kanal under kjøring. Kanal 15 ble valgt som referansekanal. Flowcytomeret er et følsomt 
instrument. Selv små avvik fra kanal 15 kan gi forholdsvis store utslag på innbyrdes 
forskjeller mellom forsøk kjørt med samme FITC-negativ standardprøve. Dette ble observert i 
resultatene under siste kjøring. Dersom grunnlaget for å fastslå antall kromosomekvivalenter 
ved K1 og K2 er galt, vil de estimerte cellesyklusparametrene ikke være reelle. Da 
beregningene av cellesyklusparametrene og gaffelfordelingen til stammene AB1157, RRL215 
og SF120 dyrket i ABB1 fru medium var klare, ble det oppdaget forholdsvis store variasjoner 
mellom forsøkene og stammene. Uventet viste det seg at det var resultatene til villtypen som 
inneholdt størst usikkerheter, se tabell B-31 i vedlegg B. Dette skyldes nok unøyaktighet 
under kjøringen. Hvor nøyaktig hver flowkjøring ble foretatt kan antas som varierende. Til 
gjengjeld gir cellecyklusparametrene og dermed gaffelfordelingen en god indikasjon på den 
reelle situasjonen, som forsøk med liknende vekstbetingelser har vist (Adachi et al., 2008). 
 
5.5.2 Mikroskopi  
Fordelingen av origin og fordelingen av replisomfokus har blitt funnet ved hjelp av 
fluorescensmikroskopet. Før hver eksponering ble et nytt område på objektglasset funnet. 
Siden valg av område var tilfeldig og alle celler med indikerte fokus ble talt i hvert bilde, er 
fordelingene av fokus antatt til å være representativ for populasjonen. Cellepelleten etter 
nedspinning stod på is uten tilgang på næring inntil cellene ble fordelt i eller utover agarosen 
på objektglasset. Bildene av cellene ble tatt så raskt som mulig i hvert vekstforsøk. 
Forhåpentligvis har nedkjølingen ”fryst” det som foregikk i cellene, slik at de rett etterpå 
fortsatte sin vante gang. Det kan tenkes at cellene trengte litt tid på sette i gang celleveksten 
etter nedkjøling. En konsekvens av dette kan være at cellene i D-periode holdes tilbake. Dette 
vil gi en forlenget D-periode. Dette vil påvirke fordelingen av fokus, spesielt vil fordelingen 
av HolC-fokus bli underestimert. 
 
81 
 
Det ble benyttet to ulike mikroskoperingsmetoder. I metode 1 ble cellene støpt inn i agarosen, 
mens i metode 2 ble cellene støpt oppå stivnet agarose. Metode 1 ble brukt i de fleste forsøk. 
Den største svakheten med metoden var at mange celler eller deler av celler befant seg utenfor 
fokus, se kapittel 4.7. Med mindre det var noen type celler som hadde en tendens til å ligge 
skrått i agarosen eller til å ligge over eller under fokusplanet, kan ikke denne metoden være en 
grunn til å påvirke gjennomsnittlig antall fokus per celle. Celler i alle størrelser ble observert 
under cellene som var i fokus og til å befinne seg skrått i forhold til fokusplanet. Metode 2 ble 
hovedsakelig benyttet i de siste forsøkene. Da ble store opphopninger av celler sett i de fleste 
overlay-bildene. Celleklumpene i bildene ved nærmere granskning bestod av celler i alle 
aldre, fordi opphopningene inneholdt en blanding av både små og store celler. Cellene som 
ikke ble brukt i beregningen av fordelingene av fokus var sannsynligvis celler i alle størrelser 
og aldre. Metodene har trolig ikke påvirket fordelingene av fokus. 
 
For å visualisere fluorescenssignal må cellene eksponeres med en filterkombinasjon som 
eksiterer fluorokromet og blokkere uønsket emisjon. I de første mikroskopiforsøk ble celler 
av stammen RRL215 overeksponert med filterkombinasjonen DIC Cy3. Overlay-bilder av 
RRL215 dyrket i ABB1 glu CAA for forsøk 1 og 2 viser store og sterke fokus (ikke vist). 
Store fokus kan ha slukt nærliggende oriC-fokus. Men siden disse cellene har gjennomsnittlig 
et høyere antall originfokus enn forsøk 3, har antakelig overeksponeringen ikke påvirket 
fordelingen av originfokus. 
 
Forsøkene ble utført i løpet av en periode på åtte måneder. Det er ikke urimelig å anta at 
kriteriene for et indikert fokus endret seg i løpet av dette tidsrommet. For å sikre at oriC-
fokusene i de første forsøkene var jevnbyrdige med fokusene i de siste forsøkene, ble de 
første forsøkene med RRL215 og HE01 talt på nytt. Det viste seg at den subjektive tolkningen 
av et indikert fokus hadde endret seg etter hvert som mer erfaring ble tilegnet. Kravet til et 
slikt fokus ble gjort strengere, slik at cellene etter gjennomgangen inneholdt gjennomsnittlig 
færre indikerte fokus. Den endelige definisjonen på et indikert oriC-fokus var et relativt sterkt 
fluorescenssignal med et definert omriss. Kriteriene ble tonet litt ned for et indikert HolC-
fokus, da disse var svakere. Det var ikke nødvendig med en tilsvarende gjennomgang av 
SF120 celler, siden disse forsøkene ble foretatt i løpet av 3 uker. 
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Det ble undersøkt om fluorescenssignal faktisk stammet fra det aktuelle fluorokromet. Verken 
signal fra YPet eller mCherry ble visualisert ved eksponering med henholdsvis filtrene Cy3 
eller YFP. Vekselvirkninger mellom nærliggende YPet og mCherry proteiner med innbyrdes 
avstand på 5nm kan forekomme, men dette er ikke problematisk for HE01 eller SF120 celler. 
Siden en energioverføring mellom to fluorokromer krever en avstand som er mindre enn 
oppløsningen til mikroskopet, vil fokusene i HE01 og SF120 celler være reelle.  
 
5.5.3 Samlokaliseringsperioden P 
Likningen for å beregne samlokaliseringsperioden P forutsetter blant annet at antall 
originfokus per celle øker lineært med tiden. Det kan hende at samlokalisering mellom to 
origin kan gå ”av og på” gjennom syklus. En antydning på dette er bilder av RRL215 og 
SF120 celler med tre indikerte originfokus. Det har blitt observert  to separate origin som 
forenes i slutten av fase II hos celler med overlappende replikasjonssykluser (Adachi et al., 
2008). Før celledeling inneholdt cellene et ulikt antall oriC-fokus som indikerer at ett av flere 
originpar var da atskilt. Ved celledeling hadde disse blitt gjenforent (Adachi et al., 2008). 
Flere forsøk må utføres for å bekrefte dette.  
 
Samlokaliseringsperioden ble beregnet for stammene RRL215, HE01 og SF120 for å få et mål 
på samlokalisering. Det ble derfor antatt at likningen var holdbar. Omfanget av 
samlokalisering avhenger av gjennomsnittlig antall origin og originfokus per celle og 
doblingstiden til populasjonen, se likning 3-9. Årsaker som påvirket gjennomsnittene ble 
diskutert i de forrige delkapittelene. Doblingstiden til hver bakteriepopulasjon i eksponentiell 
vekst ble funnet ved hjelp av et spektrofotometer. På grunnlag av OD målingene i 
spektrofotometeret ble doblingstiden τ til cellekulturen beregnet, i kapittel 3.1 er dette 
nærmere forklart. Den optiske tettheten i cellekulturen ble målt ved at kulturen ble 
sammenliknet med mediet uten celler. Dersom referansen eller prøven inneholdt luftbobler 
eller en av kyvettene var tilsmusset med fingeravtrykk eller annen forurensing, kunne OD 
målingene bli påvirket av dette. Plasseringen av kyvettene i de to beholderne i 
spektrofotometeret kunne også forstyrre målingene. Noen målinger om morgningen da 
laseren i spektrofotometeret ikke var fullstendig varm kunne også føre til ustabile målinger. 
Da OD450 ble plottet som funksjon av tiden ble punkter med stort avvik (outliers) utelatt i 
bestemmelsen av doblingstiden.  
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Siden det er knyttet usikkerheter til målingene av samlokaliseringsperioden og perioden er 
basert på en rekke antakelser, bør denne kun ansees som en indikasjon på omfanget av 
samlokalisering.  
 
5.6  Modell for DNA-replikasjon  
Teorien om replikasjonsmodellene er tatt fra reviewet ”The bacterial replisome: back on 
track?” (Bates, 2008), der ikke annet er nevnt. 
 
Hvordan replikasjonen av kromosomet hos E.coli bakterier er organisert er omstridt. To 
primære replikasjonsmodeller har blitt foreslått; fabrikkmodellen og tracking- modellen.  
 
5.6.1 Replikasjonsfabrikken  
I fabrikkmodellen er kromosomet mobilt, og blir dratt gjennom to stasjonære, sammenkoblete 
replikasjonskomplekser. Dette krever en kontinuerlig samlokalisering av to replisomer som 
stammer fra samme origin, og gir et 2:1 forhold mellom gafler og replisomfokus. Det finnes 
mange teorier om hvordan replisomparet er organisert. Noen har foreslått at paret er forankret 
i for eksempel cellemembranen (Jacob et al., 1966). Andre at to replisomer er fysisk 
sammenkoblet, men ikke forankret (Dingman, 1974). Resultater om enkle replisomfokus i 
flere bakterieceller er forenelig med fabrikkmodellen (Lemon og Grossman, 1998; Brendler et 
al., 2000; Jensen et al, 2001).  
 
5.6.2 Tracking-modell 
Tracking-modellen innebærer at to mobile replisomer etter initieringen fra origin beveger seg 
i motsatt retning langs kromosomet inntil de møtes igjen i terC-området. Replikasjonsgaflene 
er dermed ikke samlokalisert gjennom cellesyklus, som gir et 1:1 forhold mellom gafler og 
replisomfokus. Det har blitt foreslått at replisomene er selvstendige komplekser som forflytter 
seg langs kromosomet. Årsaken til samlokalisering av to gaffel fokus kan skyldes topologien 
til kromosomet. Fra studier i elektronmikroskop virker det som at kromosomet er organisert 
som en rosett, det vil si at kromosomet består av store DNA-sløyfer med utspring fra en felles 
kjerne (Robinow og Kellenberger, 1994). Samlokalisering av to fokus kan dermed 
forekomme når replisomer møtes i kjernen eller befinner seg i nærheten av hverandre. 
Tracking-modellen ble styrket da time-lapse-forsøk av saktevoksende bakterier med 
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fluorescensmerket replisom viste at to replisomer var samlokaliserte i starten av C-perioden, 
mens replisomene i resten av cellesyklus var selvstendige mobile komplekser (Migocki et al., 
2004; Berkmen og Grossman, 2006; Bates og Kleckner, 2005; Reyes-Lamothe et al., 2008). 
Teorien om selvstendige replisomer ble ytterligere styrket da det ble vist at et replisom 
fortsatte uforstyrret elongeringen selv da det andre replisomet ble blokkert (Breier et al., 
2005; Possoz et al., 2006). 
 
5.6.3 Saktevoksende celler uten overlappende replikasjonssykluser 
Det har blitt foretatt mange time-lapse-studier på saktevoksende E.coli bakterier uten 
overlappende replikasjonssykluser (Bates og Kleckner, 2005; Wang et al., 2005; 2006; Possoz 
et al., 2006; Reyes-Lamothe et al., 2008; Adachi et al., 2008). Her er det en bred enighet om 
at kromosomet replikeres av to selvstendige, mobile replisomer. Disse forsøkene av 
saktevoksende celler har vist at ved initieringen av DNA oppsto det et replisomfokus i midten 
av cellen, på eller rett ved oriC-fokuset. To origin skilte lag og forflyttet seg i motsatt retning 
før to replisomfokus ble observert. Etter splittelsen beveget de to replisomene seg mot hver 
sin cellehalvdel. Posisjonen til replisomfokusene endret seg kontinuerlig med tiden. Et tydelig 
mønster på posisjonene har vært vanskelig å skue. I forbigående perioder gjennom C-perioden 
kunne to replisomfokus møtes og danne ett fokus. I slutten av C-perioden ble de to 
replisomfokusene forent, som inntraff like før to terC-fokus oppsto i cellen (Bates og 
Kleckner, 2005; Reyes-Lamothe et al., 2008; Adachi et al., 2008). Disse resultatene støtter 
tracking-modellen. To replisomer forblir samlokalisert så lenge initieringen og replikasjonen 
av origin finner sted. De skiller så lag og forflytter seg uavhengig av hverandre resten av C-
perioden. 
 
5.6.4 Celler med overlappende replikasjonssykluser 
Ingen har utført time-lapse-studier på celler med overlappende replikasjonssyklus etter det 
undertegnede har kjennskap til. Planen var at det skulle utføres på stammen HE01. Denne var 
asynkron, og en ny stamme som initierte synkront ble ikke tidsnok konstruert. Derimot var det 
nok tid til å fullføre fire vekstforsøk med stammen SF120 i ABB1 fru medium. Cellene vokste 
med overlappende replikasjonssykluser og med doblingstid på rundt 90 minutter. Initieringen 
av DNA-replikasjonen inntraff i morcellen, ca 50 minutter før celledeling. Replikasjonen 
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endte 20 minutter etter celledeling i dattercellene. Bakterieceller med liknende 
cellesyklusmønster (τ=75 min) har blitt observert (Adachi et al., 2008).  
 
To replikasjonsgafler som skiller lag har ikke blitt observert hos celler med overlappende 
replikasjonssykluser (Adachi et al., 2008). Det at to gafler er i umiddelbar nærhet av 
hverandre kan tolkes som et tegn på at replikasjonen av kromosomet er organisert som en 
fabrikk ved denne veksthastigheten. Men det har blitt vist at replisomer er selvstendige 
komplekser, siden blokkering av et replisom stopper ikke det andre replisomet å replikere 
kromosomet (Possoz et al.,2006). Replisomfokus som representerer ett replisom har blitt 
observert i SF120 celler. Sannsynligvis vil replisomer opptre i par gjennom store deler av C-
perioden.  
 
Organiseringen av origin ble oppdaget til å være avhengig av vekstrate, i likhet med tidligere 
studier (Fossum et al., 2007; Adachi et al., 2008). Antall origin per originfokus øker med 
økende veksthastighet. Samlokaliseringen av to origin ble beregnet til å vare i 90 % av 
doblingstiden hos celler dyrket i ABB1 glu CAA medium. For E.coli bakterier i hurtig vekst 
med doblingstider på rundt 40 minutter ble samlokaliseringsperioden beregnet til å være 
henholdsvis 70 % og 100 % av doblingstiden (Adachi et al., 2008; Fossum et al., 2007).  
 
Tilstedeværelse av mange gafler og origin per kromosom krever kanskje en form for kontroll. 
Det at to søsterorigin og to replikasjonsgafler holder sammen i store deler av cellesyklus, kan 
bidra til å sikre at dattercellene etter kromosomsegregering og celledeling inneholder riktig 
antall gafler og origin per kromosom.  
 
5.7 Konklusjon  
Økende veksthastighet korresponderer med et økende antall origin kopier i cellen. Økende 
veksthastighet medfører en økende grad av samlokalisering mellom origin. Dette er i 
overensstemmelse med andre resultater (Fossum et al., 2007; Adachi et al., 2008). To 
samlokaliserte origin kan være gunstig med hensyn på genomisk stabilitet når celler deler seg 
mens det replikeres. Å undersøke organiseringen av origin krever stammer med 
fluorescensmerket origin. Hvorvidt fluorescenskontruktet er plassert på kromosomet eller et 
plasmid har ingen betydning på omfanget av samlokalisering. Men dannelse av defekte SeqA 
proteiner gir en avvikende organisering av origin. Det ble funnet at SeqA ikke alene kan være 
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en årsak for samlokalisering. I tillegg sørger en ukjent faktor for dette, både ved nærvær og 
fravær av SeqA. Gjennom deler av cellesyklusen kan ett replisom enten opptre alene eller i 
samlokalisering med ett eller tre andre replisomer hos celler dyrket ABB1 fru medium. 
Funnene er forenelig med både fabrikk- og tracking-modellen. Celler med overlappende 
replikasjonssykluser har trolig samlokaliserte gafler i nesten hele C-perioden. Parvise gafler 
kan skille lag. DNA-replikasjonen utføres sannsynligvis av selvstendige, mobile replisomer 
som på grunn av en kontrollmekanisme ved celledeling opptrer i par. 
 
5.8 Videre arbeid 
Teorien om FRET er hentet fra ”Molecular Biology of the Cell” (Albert et al., 2008). 
 
Det er nødvendig å bekrefte cellesyklusparametrene gitt av den siste flowkjøringen. Prøvene 
til de siste forsøkene med AB1157, RRL215 og SF120 bør kjøres på nytt i flowcytometeret. 
 
I hvilken grad konstruktene lacI-mCherry og lacO240-Hyg på kromosomet til stammene 
RRL215 og SF120 hemmer framdriften til replisomet langs lacO-arrayen er uklart. Liknende 
forsøk med en stamme som har en kortere lacO-array på kromosomet kan foretas for å 
undersøke hvilken effekt sekvenser tildekket med fluorescensproteiner har på replikasjonen. 
Relative sterke fluorescenssignal har blitt detektert i celler som inneholdt en lacO-array på 64 
basepar (Fekkete og Chattoraj, 2005).  
 
FRET står for fluorescence resonans energy transfer, og er en metode som benyttes i 
fluorescensmikroskopi for å studere dynamikken mellom to proteiner. Fluorokromene YFP og 
CFP er mest benyttet. Emisjonsspekteret til CFP overlapper med eksitasjonsspekteret til YFP. 
Emisjon fra CFP kan eksitere YFP, men det krever en avstand på mindre enn 5nm mellom 
fluorescensproteinene. Metoden forutsetter minimal overlapping mellom eksitasjonsspektre til 
fluorokromene. Eksponering i fluorescensmikroskopet skal kun føre til at CFP eksiterer, slik 
at emisjonen fra kun dette skal eksitere YFP dersom avstanden mellom dem er liten nok. Å 
foreta FRET på en stamme som initierer synkront med fluorescensmerket oriC og SeqA vil 
kanskje gi en ny forståelse av SeqA sin rolle i samlokalisering av to origin. 
 
Det hadde vært interessant å få kunnskap om antall originfokus per celle med hensyn på hvor 
i C-perioden de befinner seg. SF120 cellene med HolC-fokus kan deles inn i to populasjoner 
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basert på en kvalitativ analyse av cellestørrelse. På bakgrunn av en slik grundig analyse av 
mikroskopibildene kan man med belegg si noe om organiseringen av origin som funksjon av 
cellesyklusfasene I, II og III. 
 
Det beste hadde vært å foreta en time-lapse-studie av SF120 i sakte vekst med overlappende 
replikasjonssykluser, men svake HolC-fokus kommer trolig til å sette en stopper for sporing 
av posisjonen til replisomer i forhold til oriC. Fra bildet av en RRL32 celle i figur 4-15 b i 
delkapittel 4.4.2 kan man se sterke signal fra YPet. I den synkrone stammen RRL32 er YPet 
hektet på Ssb proteiner, se delkapittel 2.1.4 om DNA-replikasjon. Forutsatt at YPet på ingen 
måter påvirker replisomet, er det en enkel sak å transdusere konstruktet ssb-yPet fra RRL32 
inn i RRL215. Produktet av dette vil være stammen HE02. Å undersøke stammen HE02 som 
kommer til å inneholde sterke replisom- og originfokus i time-lapse-forsøk kunne være 
spennende. Til gjengjeld vil ikke dette besvare hva samlokalisering egentlig innebærer. 
Kanskje en liten tur i elektronmikroskopet avdekker hva som ligger gjemt i fokus.  
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Vedlegg A 
Oversikter over materiale og prosedyrer. 
 
Programvare 
Instrumenter 
Kjemikaler 
Medier 
Bakteriestammer 
Fiksering av eksponentielle prøver 
Behandling med Rifampicin og Cephalexin 
Farging med FITC og Hoechst 33258 
Mikroskopering 
P1 transduksjon 
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Tabell A-1. Programvare 
Program Produsent 
Adobe Reader 8 Adobe Systems 
BD FACSDiva Software BD Bioscience 
FlowJo Tree Star 
LAS AF Leica Microsystem 
Microsoft Office Excel 2003 og 2007 Microsoft 
Microsoft Office PowerPoint 2003 og 2007 Microsoft 
Microsoft Office Word 2003 og 2007 Microsoft 
Photoshop Adobe Systems 
  
 
Tabell A-2. Instrumenter 
Instrument Modell Produsent 
Bordsentrifuge GalaxyMini VWR 
Flowcytometer FacsDiVa Becton Dickinson 
Flowcytometer LSR II Becton Dickinson 
Fluorescensmikroskop DM6000 B Leica 
Inkubator Thermomixer Comfort Eppendorf 
Inkubator Orbital Incubator Gallenkamp 
pH-meter Mettler Toledo InLab Routine Pro 
Sentrifuge Biofuge 13 Heraeus Instruments 
Sentrifuge KUBOTA 5900 Kubota 
Sentrifuge Mikro200R Hettich 
Sentrifuge Sorvall RC-5C Dupont Institute 
Spektrofotometer UV-1800 Shimadzu 
Vannbad Innova 3100 New Brunswick Scientific 
Vannbad MaxiShake SBD 50 bio Heto 
Varmeblokk QBT1 Grant 
Vortexer MS2 Minishaker IKA 
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Tabell A-3. Kjemikalier 
Kjemikalie/protein Produsent 
Agarose, type 1 Sigma 
Arginin Sigma  
β-mercapto-ethanol Koch-Light Laboratories Ltd 
CAA (casamino acid) Difco 
CaCl2 Sigma 
Cephalexin Eli Lilly 
Chloramphenicol Sigma 
EtOH Arcus 
FeCl3 Sigma 
FITC (fluorescein-isothiocyanate) Sigma 
Fruktose Sigma 
Gjærekstrakt Difco 
Glukose Sigma 
Glyserol Sigma 
HCl Merck 
Histidin Sigma 
Hoechst 33258 Sigma 
Hygromycin Sigma 
KCl Sigma 
KH2PO4 Sigma 
K2HPO4 Sigma 
Kloroform Sigma  
Leucin Sigma 
MgCl2 Sigma 
NaCl Merck 
Na2HPO4 Merck 
(NH4)2SO4 Sigma 
N2 Aga 
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Rifampicin Fluka 
SDS Serva 
Thiamine Fluka 
Threonin Sigma 
Tris base Sigma 
Tris-HCl Sigma 
Tryptone Difco 
Whatman 3MM papir Whatman International Ltd 
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Medier 
 
ABB1 
 
5xA: 
2 g (NH4)2SO4  
6 g Na2HPO4 
3 g KH2PO4 
3 g NaCl 
dH2O til totalt 200 ml 
 
B: 
1 ml 0.1 M CaCl2 
1 ml 1.0 M MgCl2 
1 ml 0.003 M FeCl3 
dH2O til totalt 800 ml 
 
B1: 
1ml 1mg/ml thiamine 
 
 
Supplementeres med en av følgende: 
0,5% CAA + 0,2% glukose  
0,2% glukose +20µg/ml arginin, histidin, leucin, prolin, treonin  
0,2% fruktose + 20µg/ml arginin, histidin, leucin, prolin, treonin 
 
 
LB 
10 g Tryptone 
5 g gjærekstrakt 
10 g NaCl 
dH2O til totalt 1 l 
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Fiksering av eksponentielle prøver ved OD450~ 0,15 
 
 
1. Overfør 2 x 1.5 ml cellekultur til eppendorf rør  
2. Sentrifugeres i 5 min ved 16400 rpm og 4oC 
3. Sug bort supernatanten og resuspander bakteriepelleten i 1 ml iskald 
filtrert TE buffer 
4. Spinn ned igjen i 5 min ved 16400 rpm og 4oC 
5. Sug bort 900 µl TE buffer og resuspander pelleten i de gjenværende 100 µl  
6. Tilsett 1 ml iskald 77 % filtrert etanol 
7. Prøvene settes og oppbevares i kjøleskapet 
 
 
TE  
 
5 ml 1M Tris-HCl pH 7.5 
1 ml 0.5M EDTA (ethylen-diamine-tetra-acetate) 
dH2O til totalt 500 ml 
 
 
 
 
 
Behandling med Rifampicin og Cephalexin 
 
1. Overfør 2 x 2 ml cellekultur til 15 ml Sorvall rør med omtrent 5 hull i lokket 
2. Tilsett 20 µl (30 mg/ml) rifampicin og 4 µl (5 mg/ml) cephalexin til prøvene 
3. Inkuberes ved 30oC i 3-4 generasjoner 
4. Overfør 2 x 1.5 ml cellekultur med rif og cpx til eppendorfrør  
5. Spinn ned i 5 min ved 16400 rpm og 4oC 
6. Sug bort supernatanten og resuspander bakteriepelleten i 1 ml iskald filtrert 
TE buffer 
7. Spinn ned igjen i 5 min ved 16400 rpm og 4oC 
8. Sug bort 900 µl TE buffer og resuspander pelleten i de gjenværende 100 µl  
9. Tilsett 1 ml iskald 77% filtrert etanol 
10. Prøvene settes og oppbevares i kjøleskap 
 
 
TE  
 
5 ml 1M Tris-HCl pH 7.5 
1 ml 0.5M EDTA (ethylen-diamine-tetra-acetate) 
dH2O til totalt 500 ml 
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FITC farging av fikserte flow prøver 
 
1. Spinn ned prøvene og 10*std i 5 min ved 16400 rpm og 4oC 
2. Sug bort supernatanten 
3. Tilsett 1 ml iskald PB pH 9 og resuspander med vortex 
4. Spinn ned igjen i 5 min ved 16400 rpm og 4oC 
5. Sug bort supernatanten 
6. Resuspander prøvene og 10*std i 500 µl PB pH 9 
7. Del 10*std i to: a) 50 µl  + 450 µl PB → 1*std 
b) 450 µl → 10*std (FITC-negativ) 
     8.  Tilsett 500 µl nylaget FITC løsning (3µg/ml) til prøvene og 1*std 
     9.  Inkuberes i kjøleskapet over natten 
 
 
0.1M PB pH 9.0 
 
49 ml 1M K2HPO4 
1 ml 1M KH2PO4 
dH2O til totalt 500 ml 
 
 
 
 
Farging med Hoechst 33258 
 
1. Spinn ned prøvene, 1*std og 10*std i 5 min ved 16400 rpm og 4oC 
2. Sug bort supernatanten 
3. Tilsett 1 ml iskald TBS pH 7.5 og resuspender med vortex 
4. Spinn ned igjen i 5 min ved 16400 rpm og 4oC 
5. Sug bort supernatanten 
6. Resuspander prøvene og 1*std i 500 µl TBS pH 7.5 og 10*std i 100 µl TBS 
7. Tilsett 500 µl 3 µg/ml Hoechst til prøvene og 1*std og 100 µl 3 µg/ml 
Hoechst til 10*std 
8. Overfør prøvene og 1*std til flowrør 
9. Tilsett 2 µl 10*std til prøvene og 1*std 
10. Prøvene og 1*std tildekkes med aluminiumfolie og inkuberes i minst 30 min 
på is før flowkjøring 
 
 
 
0.02M TBS buffer pH 7.5 
 
10 ml 1M Tris-HaCl pH 7.5 
13 ml 5M NaCl 
dH2O til totalt 500 ml 
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Mikroskopering ved OD450~0,15 
 
Metode 1: 
 
1. Overfør 2 x 1.5 ml cellekultur til eppendorf rør 
2. Spinn ned celler i 5-10 min ved 16500 rpm ved 4oC 
3. Sug bort supernatanten 
4. Vask med 1 ml TE buffer 
5. Resuspender cellepelleten i 30 µl 0.8 % agarose i 1xPBS 
6. Overfør 3 µl til objektglass 
7. Legg på dekkglass relativt fort og press dekkglasset hardt ned med fingeren. 
Bruk hansker! 
8. Forsegl med neglelakk 
 
Metode 2: 
1. Overfør 2 x 1.5 ml cellekultur til eppendorf rør 
2. Spinn ned celler i 5-10 min ved 16500 rpm ved 4oC 
3. Sug bort supernatanten 
4. Vask med 1 ml TE buffer 
5. Resuspender cellepelleten i 100 µl 1xPBS 
6. Overfør 50 µl oppå stivnet 0.8 % agarose i 1xPBS på objektglass 
7. La cellene tørke i 10-15 min 
8. Legg på dekkglass forsiktig 
 
 
TE  
 
5 ml 1M Tris-HCl pH 7.5 
1 ml 0.5M EDTA (ethylen-diamine-tetra-acetate) 
dH2O til totalt 500 ml 
 
PBS 
 
4,0 g NaCl 
0,10 g KCl 
72 g Na2HPO4 
0,12 g KH2PO4 
dH2O til totalt 500 ml 
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P1 transduksjon 
 
Lage λ fag lysat donor 
 
Dag 1: 
 
Lag en overnattkultur (ONC) i 1,5 ml medium. 
- Tilsett 1,5 µl antibiotika (30µg/ml) som gir 1:1000 fortynning. 
- Inkuberes med risting ved 37oC over natten. 
 
Dag 2: 
 
1. Tilsett 15 mM CaCl2 i ONC.  
2. Fortynn P1 lysat i medium til 10-1, 10-2,, 10-3, 10-4, 10-5: 
 
 
Rør Fortynning Oppskrift 
1 10-1  99 µl medium + 11 µl lysat 
2 10-2  99 µl medium + 11 µl rør 1 
3 10-3 99 µl medium + 11 µl rør 2 
4 10-4 99 µl medium + 11 µl rør 3 
5 10-5 90 µl medium + 10 µl rør 4 
 
 
3. Tilsett 200 µl ONC i hvert rør med 100 µl fortynnet lysat. 
4. Inkuberes ved 37oC med risting i minimum 20 min.  
 
I mellomtiden smelt 0,7 %  top-agar. 
 
5. Tilsett 44 ml flytende LB + agar og 66 ml LB i en glassflaske. 
6. Steriliser flaskeåpning og kork ved brenning og rist flasken godt. 
7. Overfør 5 ml varm top-agar i 5 rør (15 ml), oppbevares ved 50oC i et 
vannbad for å unngå at agaren stivner. 
8. Tilsett de 300 µl ONC med P1 lysat i hvert rør med top-agar, og bland 
godt ved tapping. 
9. Top-agaren helles forsiktig utover 5 agarplater uten antibiotika. Minst 
mulig luftbobler!!   
10. Snu platene når top-agaren har stivnet. 
11. Inkuberes i et varmeskap ved 37oC over natten.  
 
Dag 3: 
 
1. Velg platen med flest enkle plakk og færrest overlappende plakk.   
2. Tell antall plakk per plate. Beregn pfu (plaque forming unit) per ml ved å 
dele antall plakk med fortynning multiplisert med top-agar volum tilsatt. 
Pfu er et mål på effektiviteten til P1 lysatet. 
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3. Skrap av top-agaren med en steril glasspinne 
4. Vask platene med 1 ml LB+ 15mM CaCl2 
5. Tilsett 5 dråper kloroform for å drepe bakterier 
6. Sentrifugeres i 20 min ved 8500 rpm 
7. Overfør supernatanten til et eppendorf rør og tilsett 1 dråpe kloroform og 
20 mM MgCl2 
8. Inkuberes i minst 60 min før bruk, oppbevares i kjøleskap 
 
 
 
Transduksjon av mottaker med P1 lysat 
 
Dag 2: 
1. Lag en overnattkultur av mottakerstammen i LB  
 
Dag 3: 
1. Tilsett 15 mM CaCl2 
2. Fortynn P1 lysat 1:1 til totalt 100 µl i LB + 15 mM CaCl2. Inkuberes i 5 min 
ved 37oC 
3. Tilsett 0,1 ml fortynnet P1 lysat i 0,2 ml mottaker kultur 
4. Inkuberes i 20 min ved 37oC 
5. Spinnes ned i 5 min ved 10000 rpm, og resuspander i 100 µl LB 
6. Blandes i 5 ml top-agar og fordeles utover LB plater med antibiotika 
7. Snur platene når top-agaren har stivnet og inkuberes ved 37oC over natt 
8. Plukk kolonier og finstrykes for å verifisere antibiotika resistans 
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Vedlegg B  
Fordeling av origin 
Fordeling av originfokus 
Organisering av origin 
Cellesyklusparametre 
Gaffelfordeling 
Fordeling av replisomfokus 
Fordeling av origin og replisomfokus 
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Fordeling av origin 
 
AB1157 
Tabell B-1. Fordeling av origin til AB1157 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
  
 
      Andel celler  
      med 2 origin 
 
      Andel celler  
      med 4 origin 
 
Gjennomsnittlig antall           
origin per celle                        
 
   1            74,4%            25,6%             2,5 
   2            66,5%            33,5%             2,7 
   3            63,7%            36,3%             2,7 
   4            65,9%            34,1%             2,7 
 
Tabell B-2. Fordeling av origin til AB1157 dyrket i ABB1 glu CAA medium. 
 
Forsøk  
 
       Andel celler  
       med 4 origin 
 
 
       Andel celler  
       med 8 origin 
 
Gjennomsnittlig antall 
origin per celle 
   1             75,7%             24,3%             5,0 
   2             54,8%             45,2%             5,8 
 
RRL215 
Tabell B-3. Fordeling av origin til RRL215 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk  
 
       Andel celler  
       med 2 origin 
 
 
       Andel celler  
       med 4 origin 
 
Gjennomsnittlig antall 
origin per celle 
   1             62,4%             37,6%              2,8 
   2             69,1%             30,9%              2,6 
   3             77,1%             22,9%              2,5 
 
 
 
 
104 
 
Tabell B-4. Fordeling av origin til RRL215 dyrket i ABB1 glu medium. 
 
Forsøk 
  
 
       Andel celler  
       med 2 origin 
 
 
       Andel celler  
       med 4 origin 
 
Gjennomsnittlig antall 
origin per celle 
   1             51,2%             48,8%             3,0 
   2             48,6%             51,4%             3,0 
 
Tabell B-5. Fordeling av origin til RRL215 dyrket i ABB1 glu CAA medium. 
 
Forsøk  
 
       Andel celler 
       med 4 origin 
 
 
       Andel celler  
       med 8 origin 
 
Gjennomsnittlig antall 
origin per celle 
   1             53,1%             46,9%             5,9 
   2             69,8%             30,2%             5,2 
   3             75,1%             24,5%             5,0 
 
HE01 
Tabell B-6. Fordeling av origin til HE01 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk  
 
       Andel celler 
       med 4 origin 
 
 
       Andel celler  
       med 8 origin 
 
Gjennomsnittlig antall 
origin per celle 
   1             61,0%             39,0%             2,8 
   2             65,6%             34,4%             2,7 
   3             68,8%             31,2%             2,6 
 
Tabell B-7. Fordeling av origin til HE01 dyrket i ABB1 glu CAA medium. 
 
Forsøk 
  
 
      Andel celler  
      med 2 origin 
 
      Andel celler  
      med 4 origin 
 
Gjennomsnittlig antall           
origin per celle                        
 
   1            43,5%            56,5%             6,3 
   2            44,8%            55,2%             6,2 
   3            42,1%            57,9%             6,3 
   4            45,5%            54,5%             6,2 
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SF120 
Tabell B-8. Fordeling av origin til SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
  
 
      Andel celler  
      med 2 origin 
 
      Andel celler  
      med 4 origin 
 
Gjennomsnittlig antall           
origin per celle                        
 
   1            58,4%            41,6%             2,8 
   2            57,8%            42,2%             2,8 
   3            63,5%            36,5%             2,7 
   4            75,3%            24,7%             2,5 
 
 
Fordeling av originfokus 
 
RRL215 
Tabell B-9. Fordeling av originfokus til RRL215 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall    
celler 
 
Andel med indikert antall oriC-fokus per celle   
 
      1                   2                   3                  4  
 
Gjennom-
snittlig 
antall fokus 
per celle 
   1    76    533     12%     84%     2%     2%       1,94 
   2    84   396     11%    79%     6%     4%       2,02 
   3    88   148     24%    73%     3%     1%       1,80 
 
Tabell B-10. Fordeling av originfokus til RRL215 dyrket i ABB1 glu medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall    
celler 
 
Andel med indikert antall oriC-fokus per celle   
 
      1                   2                   3                  4  
 
Gjennom-
snittlig 
antall fokus 
per celle 
   1   79   181      7%    70%    13%     10%       2,27 
   2   74   196     13%    75%     7%       5%       2,04 
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Tabell B-11. Fordeling av originfokus til RRL215 dyrket i ABB1 glu CAA medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall 
celler 
 
Andel med indikert antall oriC-fokus per celle 
 
  
   1          2          3         4         5          6          7 
 
Gjennom-
snittlig 
antall fokus 
per celle 
 
   1   53    77  8% 29% 23% 31%  5%  4%        3,09 
   2   48   112  6% 31% 28% 29%  4%  1%        2,97 
   3   49   155 12% 51% 21% 12%  1%  2%  1%       2,48 
 
HE01  
Tabell B-12. Fordeling av originfokus til HE01 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall    
celler 
 
Andel med indikert antall oriC-fokus per celle   
 
      1                   2                   3                  4  
 
Gjennom-
snittlig 
antall fokus 
per celle 
   1   89   224    17%    70%    10%     3%       1,99 
   2   91   132    14%    75%     9%     2%       1,98 
   3   88   206    10%    71%    13%     6%       2,17 
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Tabell B-13. Fordeling av originfokus til HE01 dyrket i ABB1 glu CAA medium. 
 
For-
søk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall 
celler 
 
Andel med indikert antall oriC-fokus per celle 
 
  
  1         2          3         4        5        6             7 
 
Gjennom-
snittlig 
antall fokus 
per celle 
 
  1   53   202  1% 17% 15% 38% 10% 13%  3%  2%        4,13 
  2   57   123  2% 28% 31% 21%  8%  5%   3%  1%       3,41 
  3   58   126  6% 25% 33% 21% 12%  2%    1%       3,20 
  4   56   120  2% 24% 28% 30%  8%  5%  2%  2%        3,49 
 
SF120  
Tabell B-14. Fordeling av originfokus til SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall    
celler 
 
Andel med indikert antall oriC-fokus per celle   
 
      1                   2                   3                 4  
 
Gjennom-
snittlig 
antall fokus 
per celle 
   1   93   103     42%      53%     5%           1,63 
   2   96   130     29%     68%     1%     2%          1,75 
   3   88   108     21%     71%     7%     1%          1,89 
   4   88   179     21%     72%     6%     1%          1,85 
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Tabell B-15. Fordeling av originfokus til replikerende SF120 celler dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall    
celler 
 
Andel med indikert antall oriC-fokus per celle   
 
      1                   2                   3                 4  
 
Gjennom-
snittlig 
antall fokus 
per celle 
   1   93    62     42%     53%     5%        1,63 
   2   96    83     25%     71%     1%     3%       1,70 
   3   88    50     20%     70%     8%     2%       1,82 
   4   88    83     10%     83%     6%        1,83 
 
Tabell B-16. Fordeling av originfokus til ikke-replikerende SF120 celler dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall    
celler 
 
Andel med indikert antall oriC-fokus per celle   
 
      1                   2                   3                 4  
 
Gjennom-
snittlig 
antall fokus 
per celle 
   1   93    41     41%     54%     5%        1,63 
   2   96    47     36%     64%         1,64 
   3   88    58     23%     72%     5%           1,83 
   4   88    96     30%     62%     5%     1%       1,77 
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Organisering av origin 
 
RRL215 
Tabell B-17. Antall origin og originfokus per celle for RRL215 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
origin per 
celle, O 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfokus, 
ࡻ
ࡲ
 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering, 
P  
 
Tidsperioden 
til 
samlokalisering 
som prosent av 
τ, P  
   1   76          2,8        1,9     1,5       41,9 min         55,2% 
   2   84          2,6        2,0     1,4       37,3 min         44,3% 
   3   88          2,5        1,8     1,5       47,3 min         53,8% 
 
Tabell B-18. Antall origin og originfokus per celle for RRL215 dyrket i ABB1 glu medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
origin per 
celle, O 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfokus, 
ࡻ
ࡲ
 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering, 
P 
 
Tidsperioden 
til 
samlokalisering 
som prosent av 
τ, P 
  1    74          3,0        2,0     1,5       40,5 min          54,8% 
  2   79          3,0        2,3     1,3       32,8 min          41,5% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
110 
 
Tabell B-19. Antall origin og originfokus per celle for RRL215 dyrket i ABB1 glu CAA medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
origin per 
celle, O 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfokus, 
ࡻ
ࡲ
 
 
Tidsperioden 
til 
samlokalisering 
, P 
 
Tidsperioden 
til 
samlokalisering 
som prosent av 
τ, P 
   1     53          5,9         3,1     1,9      49,1 min        92,7% 
   2     48          5,2         3,0     1,8      38,8 min        80,8% 
   3     49          5,0         2,5     2,0      49,2 min      100,4% 
 
HE01 
Tabell B-20. Antall origin og originfokus per celle for HE01 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
  τ 
(min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
origin per 
celle, O 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfokus, 
ࡻ
ࡲ
 
 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering, 
P  
 
Tidsperioden 
til 
samlokalisering 
som prosent av 
τ, P  
   1   89          2,8        2,0     1,4       43,2 min         48,5% 
   2   91          2,7        2,0     1,4       40,3 min         44,3% 
   3   88          2,6        2,2     1,2       26,9 min         30,6% 
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Tabell B-21. Antall origin og originfokus per celle for HE01 dyrket i ABB1 glu CAA medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
origin per 
celle, O 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfokus, 
ࡻ
ࡲ
 
 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering, 
P 
 
Tidsperioden 
til 
samlokalisering 
som prosent av 
τ, P  
   1     53          6,3         4,1     1,5 - - 
   2     57          6,2         3,4     1,8 - - 
   3     57          6,3         3,2     2,0 - - 
   4     56          6,2         3,5     1,8 - - 
 
SF120 
Tabell B-22. Antall origin og originfokus per replikerende celle for SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
 C 
(min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall origin 
per celle, O 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfoku
s, ࡻ
ࡲ
 
 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering,  
P (min) 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering 
som prosent av τ, 
P (%) 
   1    65      3,3     1,6      2,0        65,4         100,7 
   2    69      3,3     1,8      1,8        59,4        86,1 
   3    57      3,2     1,9      1,6        41,8         73,4 
   4    52      3,0     2,0      1,5        31,4        60,3 
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Tabell B-23. Antall origin og originfokus per ikke-replikerende celle for SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
Fase II 
(min) 
 
Gjennom-
snittlig 
antall origin 
per celle, O 
 
Gjennom-
snittlig 
antall 
originfokus 
per celle, F 
 
Antall 
origin per 
originfoku
s, ࡻ
ࡲ
 
 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering,  
P (min) 
 
Tidsperioden til 
samlokalisering 
som prosent av τ, 
P (%) 
   1    28      2,0     1,6      1,2         8,2         29,9 
   2    27      2,0     1,6      1,2         7,8        28,8 
   3    31      2,0     1,8      1,1         4,0        13,0 
   4    36      2,0     1,8      1,1        11,8        32,7 
 
 
Cellesyklusparametre 
 
AB1157 
Tabell B-24. Cellesyklus parametre beregnet for villtypen AB1157 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
For-
søk 
 
    τ 
 (min) 
 
Initierings-
tidspunktet, 
ai (min)  
 
Terminerings-
tisdpunktet, at 
(min) 
 
Varighet 
av C-
periode, 
(min) 
 
Varighet 
av D-
periode,  
(min) 
 
Varighet av 
cellesyklus, 
C+D (min) 
 
  1    85        52          14       51       67       118 
  2    90        60          15       56       64       120 
  3    85        56          28       65       49       114 
  4    82        48           4       32       84       116 
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RRL215 
Tabell B-25. Cellesyklus parametre beregnet for RRL215 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
For-
søk 
 
    τ  
(min) 
 
Initierings-
tidspunktet, 
ai (min)  
 
Terminerings-
tisdpunktet, at 
(min) 
 
Varighet 
av C-
periode, 
(min) 
 
Varighet 
av D-
periode, 
(min) 
 
Varighet av 
cellesyklus, 
C+D (min) 
 
  1    76        41          12       47       64       111 
  2    87        52          13       48       74       122 
  3    88        60          7       35       81       116 
 
SF120 
Tabell B-26. Cellesyklus parametre beregnet for SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
For-
søk 
 
    τ  
(min) 
 
Initierings-
tidspunktet, 
ai (min)  
 
Terminerings-
tisdpunktet, at 
(min) 
 
Varighet 
av C-
periode, 
(min) 
 
Varighet 
av D-
periode, 
(min) 
 
Varighet av 
cellesyklus, 
C+D (min) 
 
  1    94        46          17       65       77       142 
  2    99        48          18       69       81       150 
  3    88        48          17       57       71       128 
  4    88        57          21       52       67       119 
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Alle stammer 
Tabell B-27. Cellesyklus parametre beregnet for stammene RRL215, HE01 og SF120 dyrket i ABB1 fru 
medium. 
 
Stamme  
 
    τ  
(min) 
 
Initierings-
tidspunktet, 
ai (min)  
 
Terminerings-
tisdpunktet, at 
(min) 
 
Varighet 
av C-
periode, 
(min) 
 
Varighet 
av D-
periode, 
(min) 
 
Varighet av 
cellesyklus, 
C+D (min) 
 
AB1157    86 
(±1,4) 
   52 (±4,1)    23 (±4,7)  58 (±3,0) 60 (±4,2) 120 (±2,7)      
RRL215    82 
(±3,9)  
   47 (±3,9)    13 (±0,4)  48 (±0,4) 69 (±3,5) 117 (±3,9) 
SF120    94 
(±2,8) 
   47 (±0,6)    17 (±0,3)   64 (±3,1) 76 (±2,5) 140 (±5,6) 
 
 
Gaffelfordeling 
 
AB1157  
Tabell B-28. Gaffelfordeling for hvert forsøk med AB1157 dyrket i minimalt medium. 
 
Forsøk 
                    
                    Antall gafler 
    
    
       2                      0                      4 
 
Gjennomsnittlig 
antall gafler per 
celle, G 
 
Gjennomsnittlig 
antall gafler per 
replikerende 
celle, G 
 
   1      22%      43%      35%          1,84           3,23 
   2      22%      41%      37%          1,92           3,25 
   3      41%      24%      35%          2,22           2,92 
   4        5%      67%      26%          1,14           3,68 
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RRL215 
Tabell B-29. Gaffelfordeling for hvert forsøk med RRL215 dyrket i minimalt medium. 
 
Forsøk 
                    
                    Antall gafler 
    
    
       2                      0                      4 
 
Gjennomsnittlig 
antall gafler per 
celle, G 
 
Gjennomsnittlig 
antall gafler per 
replikerende 
celle, G 
 
   1      21%     41%      38%          1,94          3,29 
   2      20%     48%      32%          1,68          3,23 
   3      11%     64%      25%          1,22          3,39 
 
SF120 
Tabell B-30. Gaffelfordeling for hvert forsøk med SF120 dyrket i minimalt medium. 
 
Forsøk 
                    
                    Antall gafler 
    
    
       2                      0                      4 
 
Gjennomsnittlig 
antall gafler per 
celle, G 
 
Gjennomsnittlig 
antall gafler per 
replikerende 
celle, G 
 
   1      24%      34%      42%          2,16          3,27 
   2      24%      33%      43%          2,20          3,28 
   3      25%      38%      37%          1,98          3,19 
   4      30%      42%      28%          1,72          2,97 
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Alle stammer 
Tabell B-31. Gaffelfordeling av snittet i alle forsøk med stammene RRL215, HE01 og SF120 dyrket i minimalt 
medium. 
 
Stamme 
                    
                    Antall gafler 
    
    
       2                      0                      4 
 
Gjennomsnittlig 
antall gafler per 
celle, G 
 
Gjennomsnittlig 
antall gafler per 
replikerende 
celle, G 
 
AB1157     33% 
(±6,7%) 
    34% 
(±4,9%) 
    33% 
(±2,5%) 
   2,0 (±0,08)    3,0 (±0,13) 
RRL215     21% 
(±2,7%) 
    44% 
(±5,9%) 
    35% 
(±3,3%) 
   1,8 (±0,09)    3,3 (±0,02) 
SF120     24% 
(±1,4%) 
    42% 
(±2,1%) 
    41% 
(±3,4%) 
   2,1 (±0,06)    3,2 (±0,02) 
 
 
Fordeling av replisomfokus 
 
SF120 
Tabell B-32. Fordeling av replisomfokus hos SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall 
celler 
 
Andel med indikert antall HolC-fokus 
per celle 
 
    0            1            2            3           4        
 
Gjennomsnittlig 
antall 
replisomfokus per 
celle, R 
   1   93   103   40%   37%   18%    5%             1,27 
   2   96   130   36%   29%   27%    5%   2%          1,08 
   3   88   108   54%   18%   20%    5%   3%          0,84 
   4   88   179   54%   15%   24%    6%   1%          0,85 
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Tabell B-33. Fordeling av replisomfokus hos replikerende SF120 celler dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
   τ 
(min) 
 
Antall 
celler 
 
Andel med indikert antall HolC-fokus 
per celle 
 
      1                2                3              4         
 
Gjennomsnittlig 
antall 
replisomfokus per 
celle, R 
   1   93    62   61%   31%    8%             1,47 
   2   96    83   46%   42%    8%   4%          1,70 
   3   88    50   40%   44%    10%   6%          1,82 
   4   88    83   33%   53%    13%   1%          1,83 
 
Tabell B-34. Antall gafler og HolC-fokus per replikerende celle for SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
Forsøk 
 
   τ  
(min) 
 
Gjennomsnittlig 
antall gafler per 
replikerende celle, 
G 
 
Gjennomsnittlig 
antall 
replisomfokus per 
replikerende celle, 
R 
 
Antall gafler per 
replisomfokus, ࡳ
ࡾ
 
 
Nr 1      93            3,27             1,47           2,23 
Nr 2      96            3,28             1,70           1,93 
Nr 3      88            3,19             1,82           1,75 
Nr 4      88            2,97             1,83           1,62  
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Fordeling av origin og replisomfokus  
 
Tabell B-35. Antall origin og originfokus per celle for SF120 dyrket i ABB1 fru medium. 
 
 
For‐
søk  
 
 
    τ 
(min)  
 
 
Antall 
celler  
Prosentandel med antall indikerte oriC‐fokus
         1                        2                                 3                               4 
Gjennom‐
snittlig 
antall 
fokus per 
celle  
oriC   holC 
og med antall indikerte HolC‐fokus per celle
0  1  2  0  1  2  3  4  0  1  2  3  4  0  1  2  3  4  
  1    93   103  16 18  7  21  17  12  4   2  2   1        1,63  1,27 
  2    94   130  13 11  5  23  18 21 5  1   1      1   1  1,75  1,08 
  3    88   108  12 5  4  39  14 12 4  2  1   3   1  2  1    1,89  0,84 
  4   92   179  16 2  3  34  13 19 6   3 1  1 1   1       1,86  0,85 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
